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1. Resumen.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en el mundo, y su
principal factor de riesgo es el envejecimiento. La pérdida sinaptica se relaciona
estrechamente con la disminucioén progresiva de la memoria como consecuencia de la EA.
El péptido B-amiloide (BA), uno de los principales marcadores de la enfermedad de
Alzheimer y sus especies oligoméricas contribuyen al dafio en las terminales sinapticas. Por
otro lado, se sabe que la insulina participa en procesos de plasticidad sinédptica a través de la
activacion del receptor de insulina (RI) y la via de sefializacion de la cinasa de fosfo-
inositosidos (PI3K), y que bajas concentraciones de PBA, asi como de sus especies
oligoméricas, modulan de manera aberrante la funcidén del RI en cultivos neuronales. El
principal objetivo de este trabajo fue el evaluar la interaccion entre el BA y la insulina en
las terminales sinapticas de cerebro de rata Wistar, al estudiar el efecto de la insulina y el
BA sobre la activacion de la via Insulina/PI3K en sinaptosomas de cerebro de rata. Los
resultados muestran que la insulina estimula la actividad mitocondrial y la fosforilacion de
las proteinas SRI-1 y Akt en sinaptosomas de corteza e hipocampo de rata. Por otro lado, el
péptido BA antagoniza los efectos de la insulina; sin embargo, la insulina no puede
contrarrestar los efectos del BA. Estos resultados muestran que el BA puede reducir la
respuesta a la insulina. Lo anterior, en conjunto con evidencia que apunta a que la
desensibilizacién a la insulina puede incrementar el riesgo de desarrollar EA, sugiere que
uno de los eventos que altera el funcionamiento de las sinapsis en la enfermedad de
Alzheimer son los cambios en la sensibilidad a la insulina debidos a la excesiva produccion

del BA.



2. Abstract.

Alzheimer disease (AD) is the main dementia worldwide, being the main risk factor ageing.
Synaptic loss is correlated with progressive memory reduction due to AD. Amyloid-f3
peptide (AP) is one of the main molecular hallmarks of AD and its difussible oligomeric
species contribute to synaptic terminal endings susceptibility. Furthermore, insulin is well
documented to participate in synaptic plasticity processes trough the activation of its
receptor (IR) and PI3K pathway and that low levels of AP, as well as its oligomeric species,
aberrantly modulate IR function in neuronal cultures. The principal purpose of the present
work was to evaluate AP and insulin interplay in AD pathology, by evaluating insulin and
AP effects on IR/PI3K pathway activation in synaptosomes. Results shown here
demonstrate that insulin stimulates mitochondrial activity and phosphorylation of insulin
receptor substrate 1 (IRS-1) adapter protein and Akt kinase on hippocampus and cortex
synaptosomes isolated from rat’s brain. Also AP antagonize insulin’s effects but insulin
can’t antagonize AP effects. Thus these results show that AP can reduce insulin sensivity.
Finally in addition to evidence that insulin desensitation can increase the risk for develop
AD, these results suggest that one important mechanism that alters synaptic maintenance in

AD start with BA induced changes in insulin sensitivity.



3. Introduccion.

En México, y el resto del mundo, la expectativa de vida ha aumentado de manera
sorprendente. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que entre 2000 y 2050,
la proporcién de los habitantes del planeta mayores de 60 afios de edad se duplicara de 605
millones a 2000 millones (del 11% al 22%) en el transcurso de medio siglo, mientras que el
nimero de mayores de 80 afios de edad sera de alrededor de 395 millones (4 veces mas

respecto del afio 2000).

El cambio demografico serd mas rapido e intenso (menos de 25 afos) en los paises de
ingresos bajos y medianos, que el cambio ocurrido en los paises desarrollados, que fue en
alrededor de 100 anos. Segun la Oficina del Censo de Estados Unidos, México sera un pais
de ancianos en 2050, de un estimado de 140 millones de habitantes habra 36 millones de
habitantes con 60 afios de edad, cifra estimada mayor al nimero de jovenes (27.9 millones)

para el mismo afio.

Este aumento en la esperanza de vida ha traido consigo la aparicion de una variedad de
enfermedades cronico-degenerativas asociadas con el envejecimiento, pues es frecuente que
las personas mayores padezcan varios problemas de salud al mismo tiempo, como céncer,

demencia, diabetes, cardiopatias, y mueran como consecuencia de éstas.

De estas enfermedades, las demencias llaman especialmente la atencion por el impacto que
tiene sobre los individuos que la presentan, ya que su identidad se empieza a diluir,
convirtiendo a quien la padece en un ser dependiente. El riesgo de padecer demencia
aumenta considerablemente con la edad, y se calcula que entre un 25% y un 30% de las

personas de 85 afios de edad, o mas, padecen cierto grado de deterioro cognoscitivo.
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Para México el caso es preocupante ya que, segun la OMS, la demencia afecta
particularmente a personas que viven en paises con ingresos medios o bajos (58%), una
proporcion que aumentara en un 25% debido a la cada vez mayor longevidad en naciones
emergentes para el afio 2050, segiin la OMS. También es preocupante que en los paises de
ingresos bajos y medianos los ancianos aquejados de demencia, por lo general, no tengan
acceso a la atencion requerida, siendo la familia quien absorba los cuidados y gastos
generados, sin recibir ayuda gubernamental por cuidar de estos pacientes en casa o en las

llamadas casas de dia.

La demencia es un sindrome, generalmente cronico, que provoca un deterioro de las
funciones cognitivas mayor al causado normalmente por el envejecimiento. El
padecimiento afecta la memoria, el razonamiento, la orientacién, la comprension, el
calculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje, el comportamiento y la aptitud de realizar
las actividades cotidianas. Asi, a medida que las personas vivan mds tiempo, en todo el
mundo se producird un aumento en la cantidad de casos de demencia, de las cuales la

enfermedad de Alzheimer es la mas comun.
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4. Enfermedad de Alzheimer.

Alois Alzheimer expuso el 3 de noviembre de 1906, en el XXXVII encuentro de psiquiatras
en Tubinga, Alemania, el caso clinico y neuropatoldgico de una mujer de 55 afos de edad,
conocida como Auguste D., que fue observada alrededor de 4 afios hasta su muerte, la cual
presentaba un tipo de demencia senil, actualmente nombrada enfermedad de Alzheimer
(Giordanod, 2007; Lacor, 2007). Mas de un siglo después del caso de Auguste D., la
enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun en el mundo (~70%), su incidencia
incrementa con la edad y su prevalencia aumenta exponencialmente con el aumento en la
esperanza de vida de la poblacion (de la Monte, 2009; Blennow, 2006). Segin la OMS en
Meéxico hay mas de 500 mil casos de enfermedad de Alzheimer y en el mundo cerca de 20
millones, cantidad que se estima se triplicara para el 2050. La mayoria de los casos (>95%)
son de manifestacion tardia o casos esporadicos, enfermedad de Alzheimer esporadica,
mientras que el resto de los casos tienen un origen hereditario, enfermedad de Alzheimer
familiar. Esta ultima es una enfermedad autosémica dominante que se puede manifestar
antes de los 65 afios y es debida a mutaciones en los genes de la proteina precursora del
péptido B-amiloide (localizado en el cromosoma 21) o en los genes homologos de las

presenilinal y 2 (Blennow, 2006; Farfara et al, 2008; Hoyer, 2004).

El costo econdmico de la enfermedad de Alzheimer también es un factor ha considerar ya
que los familiares absorben el 70% de los gastos cuidando a los enfermos en casa. Sin
embargo el costo incrementaria considerando la baja productividad en el trabajo de

pacientes en etapas iniciales y las enfermedades asociadas al estrés impuesto sobre los
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especialistas en enfermeria que los cuidan (Instituto nacional para el envejecimiento, de

los institutos nacionales de salud de los E.E.U.U., 2010).

La mayoria de los pacientes con posible enfermedad de Alzheimer presentan pérdida de la
memoria muy marcada, anomia, apraxia construccional, agnosia y varios grados de
cambios de personalidad en los cuales los pacientes pueden ser poco confiables, agresivos,
y abiertamente delirantes. Para diagnosticar a un paciente con posible enfermedad de
Alzheimer se requiere de una exploracion clinica, neuroldgica y psiquiatrica. Incluso en
casos muy tempranos, de la enfermedad de Alzheimer, las pruebas neuropsicologicas
pueden ayudar a obtener datos objetivos de alteraciones de la memoria, aunado a pruebas
de laboratorio que descarten otras causas de demencia en las personas con edad avanzada
(Caselli et al, 2006; Blennow, 2006). Existen criterios comunes para diagnosticar la
enfermedad de Alzheimer descritos por el Instituto Nacional de desordenes comunicativos
y neuroldgicos e infarto de los E.E.U.U., y la asociacion de la enfermedad de Alzheimer y
desordenes asociados (NINCDS-ADRDA, por sus siglas en inglés) desde 1984; asi mismo,
estan los criterios del manual de estadistica y diagnostico de desordenes mentales, cuarta
edicion (DSM-IV-TR, por sus siglas en inglés) (Caselli et al, 2006; Blennow, 2006). En la
actualidad se estudian algunos bio-marcadores de la enfermedad de Alzheimer en plasmay
liquido cefalorraquideo y hay grandes avances en el diagnostico por imagenes de
resonancia magnética y tomografia por emision de positrones, los cuales han demostrado
ser muy valiosos para el diagndstico y prediccion del desarrollo de la enfermedad de

Alzheimer (Ray et al, 2007; Instituto nacional para el envejecimiento, de los institutos

nacionales de salud de los E.E.U.U., 2010).
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En la enfermedad de Alzheimer hay una etapa clinica inicial en donde el deterioro
cognitivo es apenas perceptible, el cual se ha denominado dafio cognitivo sutil y se aplica
frecuentemente a sindromes con presunta etiologia degenerativa. Es importante notar que al
momento de la autopsia ~80% de los pacientes diagnosticados con dafio cognitivo sutil en

un inicio llegan a presentar enfermedad de Alzheimer (Morris et al, 2001).

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad degenerativa que produce un deterioro de
regiones del cerebro como el cerebro anterior basal colinérgico y las estructuras del 16bulo
temporal medial, incluyendo al hipocampo, la amigdala y la corteza entorrinal, por lo que la
pérdida de memoria es uno de los primeros correlatos clinicos de la EA. La enfermedad de
Alzheimer se disemina al pasar los afios siguiendo una secuencia caracteristica, que
involucra el cingulo posterior, las regiones temporal, parietal, e isocortical. En base a esta
distribucion de cambios patoldgicos los rasgos clinicos corticales caracteristicos de afasia,
apraxia, y agnosia emergen junto con la consecuente amnesia y los cambios de
personalidad. El término dafio cognitivo sutil se usa operacionalmente para definir un
estado de pre-demencia, dependiendo de la tasa de conversion de dafio cognitivo sutil a
demencia, que suele ser de entre 10% a 15% por afo, y particularmente enfermedad de
Alzheimer (Caselli et al, 2006). Lo anterior significa que en el inicio del curso de la EA,
puede ser que los pacientes no estén danados funcionalmente pero que presenten signos del
inicio de un deterioro cognitivo. Asi, se ha sugerido que el inicio de la enfermedad de
Alzheimer puede ser 10 o 20 afios antes de la manifestacion de la enfermedad, y que en
estas etapas iniciales algunos signos de alteraciones cognitivas sutiles (principalmente de
memoria) se encuentren presentes, llevando a pensar que el dafio inicial sea intermitente y a

nivel sindptico o de la funcién metabdlica neuronal (Selkoe, 2002; Hoyer, 2004).
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4.1. Neuropatologia en la enfermedad de Alzheimer.

A nivel histolégico, los cerebros con enfermedad de Alzheimer se caracterizan por la
presencia de placas neuriticas en el parénquima cerebral, compuestas por depositos del
péptido B-amiloide que forman a su vez placas de amiloide y en las cuales se encuentran
presentes otras proteinas, restos celulares y células gliales activadas. Otra caracteristica
importante son las marafias neurofibrilares, que son agregados de proteina tau (de union a
microtibulos) y se encuentran dentro del cuerpo neuronal (Lee et al, 2009; Selkoe,
2002).Tanto las placas neuriticas, como las marafias neurofibrilares son los requisitos
anatomo-patologicos durante el analisis post-mortem para establecer el diagnostico de
enfermedad de Alzheimer (Lacor, 2007). Sin embargo, aunque la presencia de ambos es
necesaria para diagnosticar la EA, su presencia no es suficiente en todos los casos para

desarrollar los sintomas clinicos (Avila, 2006).

Aunado a estos dafios del tejido neuronal, se encuentra también muerte de neuronas y una
importante pérdida sinaptica. Especialmente, en la enfermedad de Alzheimer hay pérdida
de espinas dendriticas y sinapsis, tanto en autopsias como en biopsias de pacientes con
posible EA. La pérdida de espinas dendriticas se ha calculado en més de un 50% en la
corteza y el hipocampo, y la disminucion de las sinapsis se observa ain en las neuronas
sobrevivientes (Davies et al, 1987; Ferrer y Gullotta, 1990). Ademas, se ha observado que
los niveles de sinaptofisina (marcador pre-sinaptico), en la corteza frontal y el hipocampo,
correlacionan directamente con la puntuacion obtenida en las pruebas cognitivas de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer, lo que apoya que la pérdida sinaptica pueda ser la
causa inicial del deterioro cognitivo (Terry et al, 1991). De manera similar, el raton

transgénico 3XTg-AD (que contiene transgenes para la mutacion sueca de la proteina
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precursora del péptido f-amiloide humana, la proteina tau humana con mutacion de prolina
por leucina en el residuo 301, y la presenilina 1 con un cambio de metionina por valina en
el residuo 146) presenta caracteristicas histopatoldgicas similares a las ocurridas en la
enfermedad de Alzheimer, con pérdida de espinas dendriticas y dafio de la plasticidad
sinaptica, especificamente la potenciacién a largo plazo (correlato electrofisiologico de
memoria). Lo anterior relacionado con la presencia del péptido B-amiloide intracelular,
antes de la formacion de placas de péptido B-amiloide y maranas neurofibrilares, reiterando
que las alteraciones sinapticas son eventos iniciales en la enfermedad de Alzheimer (Oddo
et al, 2003; Bittner et al, 2010). Ademas, se sabe que la pérdida sinaptica se presenta
después del dafio cognitivo, sugiriendo que primero hay un falla en la funcién sinaptica y
después viene la muerte sinaptica y la pérdida neuronal (Selkoe, 2002; Coleman y Yao,

2003; Small, 2004).

Ademas de las alteraciones sindpticas mencionadas anteriormente, se observan cambios en
proteinas sinapticas, como la debrina, en las espinas dendriticas postsinapticas excitatorias,
aumentando o disminuyendo dependiendo del area del cerebro afectada y de la etapa de la
enfermedad. Lo anterior ha llevado a postular que en la enfermedad de Alzheimer la
patologia sinaptica empieza con una pérdida sutil de sinapsis, especialmente colinérgicas y
glutamatérgicas, acompafiada por una disminucion de las espinas dendriticas. La pérdida de
contactos sindpticos se compensa en un inicio por el agrandamiento de las sinapsis restantes
y la generacién de nuevos contactos sinapticos con las terminales aferentes. Sin embargo,
con el progreso de la enfermedad, éste mecanismo se sobrepasa, dejando un nimero
reducido neto de contactos sindpticos, interrumpiendo los circuitos neuronales funcionales

y produciendo las deficiencias cognitivas (Scheff'y Price, 2003).
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4.2. Participacion del péptido p-amiloide en la disfuncion sinaptica.

El péptido B-amiloide, el principal componente de las placas neuriticas, es el producto del
corte proteolitico de la proteina precursora del péptido P-amiloide, la cual se encuentra
abundantemente en la superficie celular neuronal, y se produce de manera constitutiva en el
metabolismo celular normal (Haass et al, 1992). La proteina precursora del péptido -
amiloide es producto del corte y empalme alternativo de su gen en el cromosoma 21, siendo
la isoforma predominante en tejido neuronal la proteina precursora del péptido B-amiloide
de 695 aminodcidos. La proteina precursora del péptido B-amiloide puede procesarse por
dos vias diferentes, la via amiloidogénica y la no amiloidogénica, siendo la via
amiloidogénica la que lleva a la produccion de péptido P-amiloide (Ling et al, 2003)
(Esquema. 1). En la via amiloidogénica el primer corte proteolitico es llevado a cabo por
una proteasa de grupos aspartilo transmembranal, la enzima de corte de la proteina
precursora del péptido B-amiloide del sitio B-1 (BACE1), principalmente (Vassar et al,
1999). El segundo corte proteolitico es llevado a cabo por un complejo de proteasas
intramembranales que se compone de cuatro enzimas: la presenilina (1 o 2), la nicastrina, la
proteina potenciadora de la presenilina (PEN-2), y la proteina defectuosa de la faringe
anterior 1 (APH-1); siendo la presenilina 1 (PSN 1) la proteina con actividad proteolitica
(Gandy, 2005) (Esquema. 1). La proteina precursora del péptido B-amiloide madura en el
reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi. Posteriormente se corta la proteina
precursora del péptido B-amiloide en el sitio B, en endosomas tempranos, y luego se da el
corte de la y-secretasa, probablemente también en endosomas tempranos, posteriormente el
péptido B-amiloide generado puede ser secretado al medio extracelular en su forma soluble

y en menor grado en exosomas (Caporaso et al, 1992; Kaether et al, 2006; Rajendran et al,
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20006). El péptido B-amiloide es degradado principalmente por 2 enzimas, la neprilisina y la
IDE (enzima degradadora de la insulina) (Carson y Turner, 2002). El péptido B-amiloide
también es llevado fuera del cerebro por proteinas relacionadas al receptor de lipoproteinas
de baja densidad, mientras que, por otro lado, puede entrar a través del receptor para
productos finales de glicacion avanzada a través de la barrera hemato encefélica (Tanzi et
al, 2004). De manera muy interesante se ha encontrado que la presencia de oligomeros del
péptido B-amiloide solubles correlaciona con la pérdida sinaptica y el deterioro cognitivo,
asi como con decrementos en la expresion de proteinas como la proteina de a densidad
postsinaptica de 95 kDa (PSD-95), sinaptofisina, inhibiciéon de la potenciacion a largo
plazo y déficits cognoscitivos, tanto en modelos transgénicos de enfermedad de Alzheimer
como en cerebros postmortem y de autopsias de pacientes con enfermedad de Alzheimer
(Avila, 2006; Lazarov et al, 2002; Gylys et al, 2004; Rowan et al, 2005; Bayer et al, 2001;
Lue et al, 1999; Oddo et al, 2003; Mucke et al 2000). Ademas de manera indirecta, varios
estudios han demostrado que los anticuerpos generados contra especies oligoméricas
solubles del péptido B-amiloide se observan rodeando el cuerpo neuronal, interpretado esto
como la posibilidad de que las especies oligoméricas solubles del péptido B-amiloide
oligoméricas se encuentren rodeando el arbol dendritico (Lacor et al, 2004). Por lo tanto, el
entender si el péptido P-amiloide juega un papel en las modificaciones tempranas,
observadas en la funcion sinaptica, (Selkoe, 2002), es muy importante para tratar de
conocer la secuencia de eventos fisiopatologicos que ocurren en la enfermedad de

Alzheimer (Walsh y Selkoe, 2004).
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Esquema 1. Cascada de generacion del péptido p-Amiloide (BA). La proteina proteina precursora del péptido B-
Amiloide es cortada por la proteina BACE1 en el sitio de corte del péptido BA (1). Posteriormente se produce el
corte por la y secretasa intramembranal (2), liberando el fragmento del péptido p-Amiloide de 40- 42 aminoacidos
de largo. En condiciones normales el péptido P-Amiloide es degradado por varias enzimas (ver texto). La
acumulaciéon de péptido B-Amiloide por falta de degradacion (Enfermedad de Alzheimer esporadica) o por
sobreproduccion (Enfermedad de Alzheimer hereditaria), supone la serie de eventos que, finalmente producen la
demencia en la EA, iniciando por las alteraciones sindpticas.

4.3. Principales factores de riesgo para desarrollar enfermedad de

Alzheimer.

La etiologia de la enfermedad de Alzheimer es desconocida atn, siendo los principales
factores de riesgo para su manifestacion el envejecimiento y el padecimiento de
enfermedades cronico degenerativas, como enfermedad coronaria, obesidad y diabetes
(Blennow, 2006; Farfara et al, 2008; Hoyer, 2004). De manera interesante, hace mas de dos
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décadas, se han observado alteraciones metabolicas en la enfermedad de Alzheimer como
reduccién de la utilizacion de glucosa (entre 45% y 18%), reduccion del flujo sanguineo
cerebral, en etapas tempranas, y alteraciones en los niveles de insulina; sugerentes de que la
via de sefalizacion de insulina en la enfermedad de Alzheimer se encuentra alterada
(Frolich et al, 1998; de la Monte, 2009).

Aunado a lo anterior los datos epidemiologicos han sefialado a la diabetes mellitus tipo 2
como un factor de riesgo para la enfermedad de Alzheimer (Umegaki, 2010; Schrijvers et
al, 2010; Sima, 2010; Matsuzaki et al, 2010; Li y Holscher, 2007), incrementando casi al
doble el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer, y que este riesgo incrementa ain
mas cuando se asocia con enfermedades cardiovasculares o dislipidemias (Li y Holscher,
2007). Es interesante notar que la resistencia a la insulina, que se asocia con la diabetes
mellitus tipo 2, también incrementa con la edad y también representa un riesgo para
desarrollar deficiencias cognitivas, como baja velocidad perceptual y en algunos casos
demencia de tipo enfermedad de Alzheimer (Umegaki, 2010; Schrijvers et al, 2010; Sima,
2010; Matsuzaki et al, 2010). En el estudio Hisayama, Matsuzaki y colaboradores,
demostraron que los niveles altos de insulina y/o glucosa en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 acelera la carga amiloidea y la formacion de placas neuriticas en individuos
que poseen el alelo épsilon 4 de la apolipoproteina E (Matsuzaki et al, 2010; Li y
Holscher, 2007; Costantini et al, 2006). Por otro lado, la resistencia a insulina es una
condicién patolégica que frecuentemente se presenta en conjunto con presion sanguinea
elevada, enfermedad cardiovascular, dislipidemia y niveles elevados de colesterol (Li y

Holscher, 2007), que han sido sefialados como factores de riesgo para desarrollar EA, por
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lo que conocer la relacion que puedan tener las alteraciones en la via de sefializacion de la

insulina cerebral con la enfermedad de Alzheimer resulta por demaés interesante.

5. Cascada de senalizacion Insulina/PI3K.

La insulina es una hormona peptidica, producida por las células B en los islotes de
Langerhans del pancreas, en respuesta al aumento de la glucosa sanguinea (> 6 mM) que
ocurre durante el consumo de carbohidratos. La secrecion de insulina estimula la captura
de glucosa de la sangre en tejidos sensibles a la insulina como el hepatico, adiposo, y
muscular. Ahi la glucosa es ocupada para la generacion de moléculas de Adenosina
Trifosfato (ATP), o convertida en macromoléculas como glucagén o triglicéridos
(Adipocitos). Adicionalmente la insulina actia como hormona de crecimiento y promueve
en el cerebro la sefal de saciedad, indicando la cantidad de glucosa disponible (Nussey y
Whitehead, 2001; Stiitzer et al, 2012).

La insulina se une a su receptor, una proteina transmembranal tetramérica, la cual se
compone de dos subunidades extracelulares o y dos subunidades B transmembranales con
actividad de tirosina cinasa (Esquema 2). La subunidad B tiene tres regiones con sitios de
autofosforilacion: un sitio cerca de la membrana, otro dentro del asa de regulacion, y el
tercero en el extremo carboxilo terminal, las cuales tienen diferentes funciones en la
propagacion de la senalizacion. La union de la insulina induce la fosforilacion en residuos
de tirosina en las subunidades 3 del receptor de insulina. Una vez fosforilado el receptor de
insulina atrae proteinas adaptadoras que contienen dominios de unidon a fosfo-tirosinas
(PTB, siglas en inglés) como el sustrato del receptor de insulina (SRI) y la proteina

homologa del colageno Src (Shc, siglas en inglés), y proteinas con dominio homdlogo a Src
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(SH2), incluida PI3Kp85, Akt y la cinasa de la sintetasa de glucogeno 3 (GSK3) (Esquema
2). Proteinas como el sustrato del receptor de insulina 1 y 2 (SRI-1y SRI-2), se unen a las
tirosinas fosforiladas del receptor de insulina y son activadas de manera que pueden
promover la uniéon del dominio SH2 de la cinasa PI3K de clase IA, el cual se une a
residuos de fosfo-tirosina en los receptores activados y proteinas adaptadoras (Esquema 2).
Tanto el SRI-1 como el SRI-2 pueden estimular la fosforilacién del RI, dependiendo de la
afinidad de las proteinas sustrato para el RI, la concentracion de la proteina sustrato, la
compartamentalizacion celular del RI, y el contexto celular, de manera que la actividad de
cinasa del receptor de insulina se incrementa activando componentes rio abajo (Niessen et

al, 2007).

La union de PI3K, a fosfo-tirosinas en las proteinas sustrato del receptor de insulina,
permite la liberacion de la subunidad p85 de PI3K que inhibe a la subunidad p110 de la
misma PI3K. Asi el heterodimero p85-p110 se puede unir a su sustrato fosfatidil inositol -4,
5- bifosfato (PIP;) en la membrana plasmatica y producir fosfatidil inositol -3, 4, 5-
trifosfato (PIP;). La actividad de PI3K es contrarrestada por la proteina fosfatasa y
homologa de tensina (PTEN) la cual hidroliza PIP; a PIP, actuando como un antagonista
catalitico de PI3K (Zhao y Vogt, 2008) (Esquema 2).

La sintesis de PIP; lleva al reclutamiento de cinasas de serina/treonina, como Akt, que
tiene un dominio homoélogo de pleckstrina (PHD, siglas en inglés) el cual se puede unir a
lipidos de fosfatidil inositol en las membranas celulares. En la membrana celular Akt es
fosforilada por la proteina cinasa dependiente de 3-fosfoinositosidos PDK1, en el residuo

de treonina 308 y serina 473, activaindose completamente (Esquema 2).
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5.1. Efectos derivados de la activacion de Akt en la via Insulina /PI3K.
La cinasa Akt actiia sobre varias proteinas jugando un papel muy importante en procesos
como la sintesis proteica, crecimiento y metabolismo celular, apoptosis y plasticidad
neuronal. Por ejemplo, Akt fosforila factores de transcripciéon miembros de la familia
“Forkhead” (FOXO), los cuales se unen a DNA, y promueven la transcripcion de genes que
regulan el metabolismo y la plasticidad neuronal (Accili y Arden, 2004; Burgering y Kops,
2002; Greer y Brunet, 2005; Kenyon, 2005) (Esquema 2).
Akt también actia sobre el complejo de las proteinas de esclerosis tuberal 1 y 2 (TSCI1-
TSC2) activandolo. El complejo TSC1-TSC2 activado inhibe la actividad de GTPasa de
Rheb, el cual se acumula y activa al complejo de la cinasa de mamifero blanco de
rapamicina (mTOR)-RAPTOR, fosforilando y activando a la proteina 1 de union al factor
eucarionte de inicio de la traduccion 4E (4E-BP1) y a la cinasa p70S6 (p70S6K), regulando
negativamente la familia de factores de la transcripcion FOXO (Esquema 2), al promover
su translocacion del nucleo al citoplasma donde es inactivado por proteinas 14-3-3 (Zhao y
Vogt, 2008; Plum et al, 2006; Engelman et al, 2006).
Los factores de transcripcion FOXO a su vez, median la transcripcion de varias proteinas
pro-apoptoticas como el ligando de Fas (Fas-L) y la proteina pro-apoptética Bim. El
bloqueo de la transcripcion de FOXO produce a su vez efectos anti-apoptoticos. Mas aun,
Akt puede fosforilar directamente, a la proteina inhibidora de cinasas, p27Kipl y el
antagonista de BCL2 de muerte celular (BAD) (Esquema 2), lo que lleva a su inactivacion
al unirse con proteinas 14-3-3 (Engelman et al, 2006; Collado et al, 2000; Linseman et al,

2002).
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Otros efectos asociados a la actividad de PI3K a través de Akt, son el transporte de glucosa,
la inhibiciébn de la apoptosis y el mantenimiento de la integridad de la membrana
mitocondrial. Al mismo tiempo su actividad se ha asociada a la proteccion contra la

produccion de radicales libres. (De la monte, 2009; Zhao y Vogt, 2008).

5.2.  Modulacion de la via Insulina/PI3K.
La via de sefializacion de insulina puede ser modulada por la accidon de cinasas activadas
por hormonas, factores de crecimiento, factores nutricionales, o por mutaciones en genes de
las proteinas involucradas en la via de sefializacion de la insulina.
Cinasas como mTOR, JNK, p70S6K, y PKC8 pueden regular la fosforilacion del sustrato
de receptor de insulina 1 (SRI-1) y promover su degradacion por el proteasoma (Esquema
2). Ademas mTOR puede regular la actividad de la fosfatasa de proteinas 2A (PP2A, siglas
en inglés), y de esa manera regular los estados de fosforilacion y de desfosforilacion de la
cinasa de la sintetasa de glucogeno 3 (GSK3) en la serina 9. De igual manera, la activacion
prolongada de Akt y su fosforilacion en la serina 473, se ha relacionado con inhibicion de
la sefializacion de insulina. Asi mismo PTEN puede actuar sobre PIP; y de esa manera
contrarrestar la accion de PI3K y la transduccion de la sefial (Zhao y Vogt, 2008; Zhao et
al, 2008; Meske et al, 2008) (Esquema 2).
Las dietas altas en grasas producen resistencia a insulina al alterar la capacidad de la
insulina para activar la via SRI/PI3K (Gerozissis, 2008). Asi mismo, en el tejido de ratas
obesas, las cinasas mTOR y p70S6K son sobre-activadas por la insulina, incrementando la

fosforilacion del SRI-1 en residuos serina 636 y serina 639, y alterando la activacion de Akt
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(Khamzina et al, 2005). La pérdida de la regulacion de la sefalizacion de insulina mediada
por mTOR puede generar también resistencia a insulina y pérdida de su senalizacién, como
muestran los pacientes tratados con rapamicina, un inhibidor de mTOR (Di Paolo et al,

2006).

Por otro lado, la obesidad se asocia con estrés oxidante, y este a su vez con la fosforilacién
del residuo de serina 307 y serina 632 del SRI-1, y con la activacion de la cinasa 3 del
inhibidor k¥ (IKKp) y la cinasa c-Jun (JNK), aunque se ha demostrado que la sola
fosforilacion de SRI-1 en la serina 307 afecta la sefalizacion de insulina previniendo la

activacion de PI3K (Bloch-Damti et al, 2006).

Aunado a la obesidad y el estrés oxidante, existen estados hereditarios de resistencia a
insulina, en los que se sobre-expresa la subunidad p85 de PI3K, o en las que hay
mutaciones puntuales en el gen Akt2, lo cual sugiere la inhibicion de la sefial rio abajo de

las dos cinasas (Engelman et al, 2006).
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Esquema 2. Insulina y su efecto en células no neuronales y neuronales. La insulina se une a su receptor promoviendo la
autofosforilacion de éste y la union de proteinas adaptadoras como SRII. La activacion de estas proteinas promueve la
union de proteinas cinasas que transducen la sefal rio abajo a sus proteinas blanco, promoviendo los efectos relacionados
a la insulina. Flechas verdes (activacion), Flechas rojas (inactivacion), flechas azules (regulacion).

6. Via de la Insulina/PI3K en el cerebro.

En afios recientes los efectos de la insulina en el cerebro han llamado la atencién por su
participacion en procesos mentales como la memoria, aprendizaje y, en especial, ha surgido
interés sobre el papel de la insulina en desordenes mentales, como la enfermedad de
Alzheimer, cuyo participacion parece ser cada vez mas documentada (Watson y Craft,

2004; Zhao et al, 2008).
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La insulina que se produce en las células B del pancreas puede llegar al cerebro a través de
la barrera hemato-encefalica por transporte mediado por receptores o pasar a través de los
organos circunventriculares (Zhao et al, 2008; Plum et al, 2006). También se ha
demostrado la presencia de RNA mensajero en neuronas del cerebro mamifero, lo que
sugiere que la insulina puede ser producida localmente (Gerozissis, 2003). Asi mismo, se
ha observado una estricta regulacion de los niveles de insulina y de su receptor en el
cerebro, lo cual puede sugerir que los niveles de insulina en el cerebro no dependen
exclusivamente de los de la periferia. Sin embargo el origen de la insulina cerebral (local,
periférico o compartido) atin no se ha esclarecido (Havrankova et al, 1979; Zhao et al,

2008; Gerozissis, 2008).

El receptor de insulina se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro de mamiferos.
En roedores y humanos, el receptor de insulina muestra mayor concentracion en el bulbo
olfatorio, el hipotdlamo, la glandula pituitaria, el hipocampo, la corteza cerebral, el
cerebelo, y particularmente se encuentra con mayor concentracion en las terminales
sinapticas. De igual manera, varios de los componentes de la via de sefalizacion de la
insulina presentan patrones de expresion que se superponen con la expresion del receptor
de insulina en el cerebro, lo que supone la presencia de la via Insulina/PI3K en el cerebro
mamifero (Abbott et al, 1999; Gasparini et al, 2002; Plum et al, 2006; Zhao et al, 2008;

Gerozissis, 2008;).

La mayoria de la neuronas expresan todas las isoformas de la subunidad reguladora p85 de
la cinasa de fosfoinositosidos (PI3K), aunque en hipocampo, bulbo olfatorio y cerebelo, se
presentan niveles relativamente altos de su subunidad catalitica p110 (Shin et al, 1998;
Trejo y Pons, 2001), lo que puede dar como resultado diferentes papeles de PI3K en la
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fisiologia celular, dependiendo de su localizacién subcelular y el contexto metabdlico

celular (Rodgers y Theibert, 2002).

La cinasa PI3K, promueve la actividad de la cinasa Akt, y a su vez la activacion del factor
de transcripcion del elemento de union de respuesta a AMP ciclico (CREB), modula la
actividad de la cinasa de la sintetasa de glucoégeno 3 (GSK-3), y promueve la fosforilacion
de proteinas como la ciclina D1 y la actividad del factor a de iniciacion de la traduccion
eucarionte 2 elF2-a (Je et al, 2009; Je et al, 2011). Lo anterior se traduce en la
proliferacion de células neuronales, especialmente en el hipocampo (Peltier et al, 2007), la
regulacion de la progresion del ciclo celular neuronal y el crecimiento de astrocitos (Jope y
Johnson, 2004) (Esqg. 2). La cinasa GSK-3 modula la fosforilacion de la proteina de union a
microtibulos tau. Cuando la regulacion de GSK-3 se pierde, tau es hiperfosforilada y
forma agregados fibrilares, resistente a proteolisis, que tienden a acumularse dentro de las
neuronas, formando pequefios oligdmeros toxicos para la neurona, presentes en la
enfermedad de Alzheimer (Ho et al, 2004; Avila, 2006).

Asi, la via de sefializacion de la insulina en el cerebro puede activar proteinas involucradas
en la regulacion de la transcripcion, la supervivencia celular, el metabolismo energético, el

crecimiento neuronal, y la plasticidad sindptica (Zhao y Vogt, 2008).
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6.1. La via de sefializacion Insulina/PI3K en la funcion sinaptica.

Los receptores de insulina que se encuentran en las sinapsis tienen un papel importante en
la regulacion de la funcion sinaptica, al activar la via de la cinasa de fosfoinositosidos
(PI3K) (Man et al, 2003; Zhao et al, 2008).

En el desarrollo cerebral, y en el cerebro adulto, la activacion de PI3K por factores
neurotroficos, como la neurotrofina 3 (NT-3) o el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF, siglas en inglés), esta involucrada en el desarrollo axonal, la formacion sinaptica,
la maduracion de las sinapsis, asi como la arborizacion dendritica en neuronas de
hipocampo y cambios duraderos en la fuerza sinaptica, dependientes de la sintesis de
proteinas tanto en presinapsis y postsinapsis, modulando la formacion del cono de
crecimiento axonal, la direccion axonal, y el establecimiento de la polaridad neuronal (Sui
et al, 2008; Je et al, 2009; Akiyama y Kamiguchi, 2010; Je et al, 2011).

La cinasa PI3K activa a la cinasa Akt, modulando la funcién de la cinasa de la sintetasa de
glucogeno 3 (GSK-3), regulando a su vez el crecimiento axonal, y el transporte axonal, al
fosforilar proteinas de union a microtibulos como MAPIB y tau (Jope y Johnson, 2004)
(Esq. 2).

La via Insulina/PI3K modula la transmision y plasticidad sinaptica, activando a las cinasas
Akt y la cinasa de mamifero blanco de la rapamicina (mTOR). La cinasa mTOR puede
promover la traduccion de nuevas proteinas en las presinapsis y postsinapsis, a través de la
actividad del factor de iniciacion de la traduccion eucarionte 2 (elF2-a) produciendo los
cambios duraderos en la fuerza sinaptica (la fuerza sinaptica entendida como cambios,
transitorios o duraderos, en el potencial de membrana al activarse los receptores de

neurotransmisores en la postsinapsis, y se asocian a mecanismos de plasticidad sinaptica
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que pueden ser el sustrato del aprendizaje y la memoria) (Tang et al, 2002; Je et al, 2009;
Jeetal, 2011). La activacion de la via Insulina/PI3K, regula los niveles de la proteina de la
densidad post sindptica PSD-95, la cual se une con los receptores para N-metil D-aspartato
(NMDA) en la membrana sindptica, y se relaciona con el incremento de la respuesta
sinaptica a través de estos receptores en sinapsis de la region CA1 del hipocampo, asi como
la expresion de receptores para NMDA en presencia de insulina en oocitos de Xenopus
laevis (Lee et al, 2005). La activacion de la cinasa PI3K también regula los procesos de la
potenciacion a largo plazo (LTP) y de depresion a alargo plazo (LTD), que se asocian con
los eventos moleculares que subyacen al establecimiento de la memoria y el aprendizaje, a
través de la formaciéon de complejos con receptores NMDA y su translocacion a la
membrana (Man et al, 2003; Zhao et al, 2008; Gasparini et al, 2002; Nelson y Alkon,
2005). Ademas la inhibicion de PI3K, usando su inhibidor LY294002, bloquea el
mantenimientos de la LTP en el hipocampo in vivo, asociado con una fosforilacion
transitoria de la cinasa Akt en la serina 473 (Horwood et al, 2006). En este sentido, la
cinasa Akt puede mantener la fuerza sinaptica a través de la fosforilacion de los receptores
del 4cido gamma amino butirico (GABA) en dendritas (Wang et al, 2003). Sin embargo la
via insulina también puede ser modificada por la actividad sinédptica, en neuronas
estimuladas con glutamato, (activando receptores para NMDA) y cloruro de potasio, y
probablemente involucra entrada de Ca”” y activacion de cinasas dependientes de Ca®"

(Zhao et al, 2008; Nelson y Alkon, 2005).

La actividad de la via Insulina/PI3K se relaciona con los procesos de memoria y
aprendizaje, por ejemplo, se ha visto que durante la adquisicion de memoria se modifica la

via Insulina/PI3K (Zhao et al, 2004). La expresion del receptor de insulina se incrementa
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después de tareas de aprendizaje espacial, en hipocampo de roedores (Zhao et al, 2008),
regulandose la liberacion de neurotransmisores, asi como el reclutamiento de receptores en
las sinapsis de los arboles dendriticos neuronales (Wei et al, 2007). Adicionalmente, la
infusion in vivo del inhibidor especifico de PI3K, wortmanina, junto con LY294002 y el
inhibidor de la cinasa mTOR, rapamicina, dentro de la corteza prefrontal, también inhibe la
retencion a largo plazo de la traza de memoria de miedo (Sui et al, 2008), sugiriendo que la

activacion de la via PI3K es necesaria en la adquisicion de memoria.

6.2. Algunos factores que modulan la funcion de la via Insulina/PI3K

en el cerebro.

Diversos factores, relacionados al estilo de vida y la alimentacion se han visto involucrados
en la modulacién de la via Insulina/PI3K. Por ejemplo, durante el ejercicio se promueve la
activacion de PI3K en el cerebro adulto, la supervivencia de células granulares del giro
dentado, formadas de novo, y un incremento en la plasticidad sinaptica (Bruel-Jungerman et
al, 2009). Por otro lado, el balance en la ingesta de acidos grasos del tipo ®-3 y -6 modula
la actividad de la via PI3K y la supervivencia celular. Se ha demostrado que los niveles
bajos de acido docosahexaenodico (DHA), una acido graso -3 producen un decremento en
la sefalizacion a través de PI3K, en neuronas de ratones. Los niveles de DHA modifican
los niveles de fosfatidil-serina en las membranas celulares, facilitando la translocacion y
activacion de Akt, previniendo la apoptosis. Ademas los bajos niveles de DHA producen
estrés oxidante e inflamacion, potenciando ademds la produccion de péptido B-amiloide

(Lim et al, 2005; Akbar et al, 2005).
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7. Relacion entre la via Insulina/PI3K y el péptido B-amiloide.

Se sabe que la proteina precursora del péptido B-amiloide y sus derivados estdn presentes
en grandes cantidades y son transportados a las terminales sinapticas, y que los pequefios
oligébmeros de péptido B-amiloide son secretados en las terminales sinapticas, lo que puede
dafiar la funcion sindptica en el hipocampo y producir deficiencias en la memoria (Cheng et
al, 2002; Lazarov et al, 2002). Por otro lado, el péptido B-amiloide compite con la insulina
por el receptor de insulina (RI), pudiendo alterar su funcion y dafiar la activacion de la via
PI3K, la proteina cinasa dependiente da calcio-calmodulina (CaMK), y la cinasa Akt,
inhibiendo el establecimiento de la potenciacion a largo plazo (LTP), alterando ademaés la
plasticidad sinaptica y la arquitectura de las espinas dendriticas (Townsend et al, 2007).
Ademas, el péptido B-amiloide esta involucrado en la remocion de receptores de acido a-
amino-3-hydroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) por endocitosis en las sinapsis
(Hsieh et al, 2006; Snyder et al, 2005; Shankar et al, 2007; Zhao et al, 2009). También se
ha demostrado que los ligando difusibles derivados del péptido B-amiloide (ADDL, siglas
en inglés) se pueden unir a neuronas corticales y a preparaciones de sinaptosomas
corticales, lo que altera la homeostasis del calcio, y en neuronas, modifica la localizacién
celular del RI, llevando en consecuencia a un estado semejante a la resistencia a insulina
(Mungarro-Menchaca et al, 2002; Zhao et al, 2008). Ademas, se ha observado que el
péptido B-amiloide compite con la insulina por la uniéon a la enzima degradadora de la
insulina (IDE, siglas en inglés), de manera que altas concentraciones de insulina, en los
casos de hiper-insulinemia, supondrian alteraciones en la eliminacién del péptido [3-
amiloide, promoviendo la produccion de placas amiloideas y/o abundancia de especies

oligoméricas de péptido P-amiloide toxicas (Man et al, 2003). Por lo anterior, se ha
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sugerido que la deficiencia en la sefializacion por insulina, producida por la inhibicion del
receptor de insulina por el péptido B-amiloide, promueve degeneracion neuronal al producir
una baja actividad de factores troficos, déficits en el metabolismo energético y expresion
génica mediada por la insulina, incluyendo los de la homeostasis de la acetilcolina,
encontrada disminuida en la enfermedad de Alzheimer (De la Monte, 2009). La supresion
de la actividad enzimatica del receptor de insulina puede suceder de diferentes formas; Por
ejemplo, la activacion del ciclo de retroalimentacién negativa de la via de la insulina, se
sabe que es causado por estrés oxidante y factores pro-inflamatorios, contribuyendo al
desarrollo de la resistencia a insulina en tejidos periféricos (Zhao et al, 2008). En este
sentido, se ha observado que la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina 1 (SRI-1)
en residuos de serina 636/639 por mTOR afecta la sefializacion por insulina al dafiar la
activacion de la cinasa PI3K, debido a la redistribucion subcelular del complejo SRI-
1/PI3K en el citoplasma (Tremblay et al, 2005). Por otro lado, la elevacion en la actividad
de fosfatasas de tirosinas, atenta la actividad cinasa de tirosinas del receptor de insulina,
mientras que la fosforilacion de residuos de treonina y serina dentro del receptor de
insulina inhibe, debido a cambios conformacionales, la capacidad de la fosforilacion de
residuos de tirosina (Zhao et al, 2008). Sin embargo, no se sabe de qué manera se une el
péptido B-amiloide al receptor de insulina y la enzima degradadora de la insulina, asi como
la manera en que modula la via de sefalizacion Insulina/PI3K, que estd involucrada en la
funcion sinaptica. Por lo que estudiar los efectos del péptido B-amiloide en la sefializacion a
través de la via Insulina/PI3K ayudaria a entender el papel que juega esta via en la

patologia de la EA.
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8. Planteamiento del Problema.
A pesar de los recientes hallazgos sobre la via de sefializacion de insulina en el sistema
nervioso central, los efectos de la insulina, en conjunto con el péptido B-amiloide, no han
sido estudiados completamente sobre la funcidon pre-sinaptica. Tampoco se ha aclarado atn
si las alteraciones en la sefializacion por insulina, en las terminales pre-sinapticas, son un
factor de riesgo o contribuyen a exacerbar algunas de las manifestaciones asociadas con la
enfermedad de Alzheimer. De igual manera, no se han estudiado completamente los
principales mecanismos moleculares que son alterados en la via de sefalizacion
Insulina/PI3K en presencia del péptido f-amiloide, que intervienen en la funcion sinaptica.
Por lo anterior, el principal objetivo de este estudio fue analizar las interacciones que
existen entre la activacion del receptor de insulina en presencia de su ligando insulina y del
péptido B-amiloide, asi como su efecto en la actividad metabdlica en dos regiones con

diferente densidad de receptores a insulina, la corteza y el hipocampo de cerebro de rata.
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9. Hipaotesis.
El péptido PB-amiloide inhibe la activacion de la via Insulina/PI3K en terminales

presinapticas a través de su interaccion con el receptor de insulina.

10. Objetivo general.

Estudiar los efectos de la insulina y el péptido B-amiloide sobre la activacion de la via
Insulina/PI3K en sinaptosomas.

10.1. Objetivos particulares.

1. Estudiar el efecto de la insulina sobre la funcidon metabdlica, medida como
reduccion de MTT, en sinaptosomas de hipocampo y corteza cerebral de rata.

2. Estudiar la activacion del sutrato de receptor de insulina 1 y la cinasa Akt con
diferentes concentraciones de insulina en sinaptosomas de hipocampo y corteza.

3. Estudiar el efecto del péptido B-amiloide sobre la funcion metabodlica sinaptica de
hipocampo y corteza cerebral de ratas en ausencia y presencia de insulina

4. Analizar los efectos del péptido B-amiloide sobre la activacion del sutrato de
receptor de insulina 1 y la cinasa Akt en sinaptosomas de ratas.

5. Analizar si la insulina modula los efectos que el péptido B-amiloide produce en los

sinaptosomas de ratas.
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11. Métodos.

11.1. Obtencion de sinaptosomas.
Se decapitaron ratas Wistar macho (220-250 g), se secciond el cerebro y se obtuvo una
fraccion sinaptosomal por el método de Loscher et al. (Loscher et al, 1985), ligeramente
modificado (Mungarro-Menchaca et al, 2002). En breve, se disecaron la corteza y el
hipocampo en hielo, se homogenizaron en una solucidon conteniendo sacarosa 0.32 M y
Hepes a pH 7.2 y posteriormente se centrifugaron a 1000 g por 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se depositd sobre 1 ml de una solucidon de sacarosa 1.2 M y centrifugado a
32,500 g y 4°C por 30 min. La interfase del gradiente se colectd cuidadosamente y diluyo
en una solucién de sacarosa 0.32M a un volumen final de 2 ml. La dilucion se depositd
sobre 1 ml de sacarosa 0.8 M y centrifugada por 30 min a 32,500 g. El botén sinaptico
obtenido se resuspendid en 2 ml de solucién de Locke preparada con 154 NaCl, 5.6 KCl,
2.3 CaCl,, 1.0 MgCl,, 3.6 NaHCO;, 5.0 glucosa, y 5.0 Hepes (en mM), a pH 7.2.
Posteriormente, se incubaron alicuotas de 200 pl con 50 ug de proteina sinaptosomal por
10, 15 o0 60 min a 37°C con insulina 10, 100 o 1000 nM (Calbiochem) en presencia o
ausencia de del fragmento 25-35 del péptido B-amiloide (25 pM; Sigma Chemicals). Un
grupo adicional de alicuotas fue incubado con 25 uM del fragmento 25-35 del péptido B-
amiloide por 10 minutos, antes de una incubacion por 10 min con insulina, asi mismo otro

grupo se incubd con insulina 10 minutos antes del tratamiento con BA.
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11.2. Evaluacion de la funcion mitocondrial en sinaptosomas.
Se examind la actividad redox mitocondrial a través de la conversion de la sal de bromuro
de 3-[4, 5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difenil tetrazolio (MTT) a cristales de formazéan al ser
reducidos por la cadena respiratoria mitocondrial, tal como se describid6 previamente
(Mossman, 1983). El MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se disolvi6 en PBS a una
concentracion de 5 mg/ml, se agregd a los sinaptosomas (concentracion final de 0.5 mg/ml)
y se dejo incubando por 15 minutos adicionales o 1 hora segiin fue apropiado.
Los sinaptosomas se centrifugaron a 1500 g por 5 min y el botdén se solubilizé con 2-
isopropanol acido (0.5 ml). La absorbancia de cada muestra se cuantifico a una A de 570 nm

usando un espectrofotometro ultrospect™ 2000 spectrophotometer (Pharmacia Biotech).

11.3. Técnica de Western blot.
La activacion de diferentes sustratos se evalud después de la estimulacion con insulina por
la técnica de Western blot, usando 30 pg de fraccion sinaptosomal en SDS-PAGE al 10%.
Después de la electroforesis las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente se lavaron las membranas dos veces con PBS, se bloquearon con una
soluciéon de PBS/leche desgrasada al 5% toda la noche a 4°C, y se incubaron con
anticuerpos generados contra el sustrato del receptor de insulina-1pY®'? (1:1000)
(Invitrogen) y AKT-pSer*” (1:1000) (Cell Signaling "™°®®) toda la noche a 4°C.
Después de tres lavados con solucion amortiguadora salina de fosfato (PBS) y Tween 20 al
0.1% por 5 min cada uno, las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios de
cabra conjugados con peroxidasa de rdbano generados contra IgG de ratén o de cabra,

segun correspondiera (1:15,000) (Santa cruz, biotechnology”, Inc.) por 1 hora a
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temperatura ambiente y después detectados usando el kit ECL de quimioluminiscencia
(Amersham, Arlington Heights, IL) y filmes Kodak X-Omat. Se usaron como control
interno anticuerpos monoclonales generados contra B-actin (1:1000, clona AC-74, Sigma-

Aldrich®, St. Louis, MO).

11.4. Analisis estadistico.

Todos los datos se expresan como promedio + error estdndar. La significancia estadistica se

calculd con una prueba t de Student de 3-8 experimentos independientes por duplicado.
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12. Resultados.

12.1. Efectos de la insulina y el péptido -amiloide sobre la actividad
mitocondrial.
Para determinar los efectos de la insulina sobre la actividad mitocondrial incubamos
sinaptosomas de corteza y de hipocampo por 15 o 60 minutos con diferentes
concentraciones de insulina (10 nM, 100 nM o 1000 nM). Se produjo un incremento
transitorio y significativo (P<0.05) de aproximadamente 20 por ciento en la produccion de
formazan con todas las dosis administradas de insulina en ambas regiones cerebrales, lo que
se observo solamente durante los
primeros 15 min de exposicion.
Posterior a 60 min de exposicion,
este efecto de  activacion
metabodlica ya no se observo

(Figura 1).

Figura 1. Efecto de la insulina sobre la
funcion metabolica mitocondrial medida
por reduccion de MTT en sinaptosomas de
corteza (A) e hipocampo (B) a 15 y 60
minutos. Promedio de 4 a 6 experimentos
independientes por duplicado + error
estandar. Prueba t de Student, *P<0.05 vs
control (Ctrl).

39



A Corteza BLS min

. ., , O&0 min
La incubacién con solo el fragmento
— 140 +
L [ S
25-35 del péptido B-amiloide reduce la £ 120 4
S 100
actividad redox mitocondrial en 3 <
4 *
£ 0 k-
sinaptosomas de hipocampo y corteza S 60
c
, . o 0 40 +
después de 60 min (35 y 25 % g
S
E; 20 T
. . . 3
respectivamente; P<0.05 Fig. 2), y la ol L
il Ap A AB Ap
. . o ) . Ins Ins
activacion de la actividad mitocondrial
inducida por la insulina 10 nM B Hipocampo @15 min
Q&0 min
(P<0.05; Figura 2 A, B). ~ 140
2
t 120 +
o
(%)
- 100 +
Figura 2. Efecto del BA y BA mas insulina sobre la ; s0 4 -I_ *
actividad mitocondrial medida como la capacidad =
para reducir el MTT. Los resultados se expresan E 60 +
como porcentaje del control en sinaptosomas de =
corteza (A) e hipocampo (B) a 15 y 60 minutos de :g 0 +
incubacién. La presencia de insulina 10 nM no g
modifica el efecto inhibitorio del BA (25 uM) T 20 1
sobre la reduccion de MTT. Promedio de 4 a 6 o
experimentos independientes por duplicado + error 0~ Ctrl Ap AR AR Ap
estandar. Prueba t de Student, *P<0.05 vs control Ins Ins

(sin tratamiento). A Corteza y B hipocampo.

12.2. La insulina activa la via PI3K/Akt en terminales presinapticas.
La activacion de la via PI3K/Akt no ha sido estudiada previamente en las terminales
presinapticas, por lo que se analizd la fosforilacion de la tirosina 612 (608 en rata) del
sutrato del receptor de insulina 1 (SRI-1) por induccidn de la insulina, el sitio de union de la
subunidad p85 de PI3K (Hers et al, 2002; Gual et al, 2005). También se estudio si la

insulina inducia la fosforilacion de la cinasa Akt en la serina 473, uno de los residuos
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requeridos para activar completamente Akt en presencia de insulina (Alessi et al, 1996). Se
observd un efecto dosis dependiente significativo (P<0.05) de la insulina sobre la
fosforilacion de SRI-1 y de Akt después de 10 min de incubacioén con insulina (Figura 3A,
B). En sinaptosomas de hipocampo se logré un incremento significativo en la fosforilacion
del SRI-1 y Akt con concentraciones de insulina de 10 nM (P<0.05), mientras que en

sinaptosomas de corteza el efecto se observd con concentraciones de 100 nM (P<0.05).

Figura 3. Efecto de la insulina sobre la fosforilacion de la tirosina 612 de SRI-1 (A) y serina 473 de Akt
(B) en sinaptosomas de corteza e hipocampo. Western blots representativos y analisis densitométricos.
Los datos se expresan como promedio de 4 experimentos independientes por duplicado + error estindar.
Prueba t de Student, *P<0.03; **P<0.04; "P<0.05; *P<0.003; "P<0.007
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12.3. Efectos del péptido p-amiloide sobre la activacion del SRI-1 y Akt.
Para explorar la capacidad del péptido B-amiloide para modular la via Insulina/PI3K se
midio la activacion del SRI-1 y Akt en presencia del fragmento 25-35 del péptido B-
amiloide de (péptido B-amiloide, para simplificar) por 10 min (Figura 4). Como se puede
ver, el péptido B-amiloide induce un incremento significativo en la fosforilacion del SRI-1
tanto en sinaptosomas de corteza como en sinaptosomas de hipocampo (P<0.02; Figura
4A). Sin embargo, la fosforilacion de la serina 473 de Akt solo fue significativa en
sinaptosomas de hipocampo (P<0.03; Figura 4B), sugiriendo que la via de sefializacion
Insulina/PI3K puede ser activada por el péptido B-amiloide y también que el péptido B-
amiloide podria producir una menor sensibilidad a la insulina a través de la activacion de

PI3K, particularmente en el hipocampo.

12.4. Evaluacion de la activacion de SRI-1 y Akt en sinaptosomas

preincubados con insulina o péptido p-amiloide.
Para evaluar méas detalladamente los efectos del péptido B-amiloide sobre la sefalizacion de
insulina se preincubaron los sinaptosomas de corteza e hipocampo por 10 min con péptido
B-amiloide 25 pM y después se expusieron a insulina 100 nM por 10 min adicionales
(Figura 4).
Con esas condiciones, la insulina produjo un incremento significante en la fosforilacion de
SRI-1 (P<0.05; Figura 4A) y Akt (P<0.05; Figura 4b) sobre los efectos producidos
solamente por péptido B-amiloide en sinaptosomas de corteza. Sin embargo, no hubo un
mayor incremento en la activacion del SRI-1 y Akt inducida por el péptido B-amiloide en

sinaptosomas de corteza e hipocampo preincubados con insulina, lo que sugiere la insulina
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no es capaz de activar al SRI-1 y Akt, en esta fraccion de sinaptosomas cuando el receptor

de insulina estd ocupado previamente con el péptido B-amiloide. De acuerdo con esto,

cuando los sinaptosomas de corteza e hipocampo se incuban previamente con insulina, se

ve un incremento dos veces o tres veces mayor en la fosforilacion del SRI-1 y Akt, después

de la exposicion al péptido B-amiloide (P<0.05), sugiriendo que la activacion del SRI-1 y

Akt mediada por la insulina es potenciada en presencia del péptido B-amiloide (Figura 4A,

B comparada con Figura 3A, B).

Figura 4. Efecto de 1la
insulina y del péptido B-
amiloide (BA) sobre la
fosforilacion de la tirosina
612 del SRI-1 (A) y de la
serina 473 de Akt (B). Los
sinaptosomas de corteza e
hipocampo fueron
preincubados 10 min con
insulina (100 nM) o BA (25
pM) y expuestos por 10 min
adicionales a BA o insulina.
Western blot representativo y

analisis densitométrico.
Promedios + error estandar
de tres experimentos

independientes.  T-Student,
#p<0.02, **p<0.004, "p<0.002,
p<0.03, "p<0.01, °p<0.007,
9p<0.003, °p<0.04. Ins insulin,
fA B-amiloide.
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13. Discusion.
Los resultados obtenidos demuestran que las terminales nerviosas presinapticas son
activadas por insulina y que el péptido B-amiloide modula la activacion del sustrato del
receptor de insulina 1 (SRI-1) y la cinasa Akt, dependientes de insulina. La insulina
incrementa la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales, evaluada con el ensayo de
MTT, de forma transitoria, actividad que alcanzé un efecto maximo con una concentracion
de insulina de 10 nM, durante 15 minutos de exposicion (Figura 1). La activacion de la
piruvato deshidrogenasa mitocondrial, se ha observado anteriormente en adipocitos tratados
con insulina, en donde se produce un incremento de calcio mitocondrial que activa el
sistema de la piruvato deshidrogenasa (McDonald et al, 1976; Epping et al, 1983). Ademas,
la actividad de la piruvato deshidrogensa en la mitocondria de adipocitos disminuye en
presencia de ATP (Seals y Jarett, 1980), lo que apoya la activacion transitoria de las
deshidrogenasas.
La actividad de las deshidrogenasas mitocondriales incrementa con el flujo glucolitico, y
aunque el transportador de glucosa 4 (GLUT4) no es el principal transportador de glucosa
en neuronas (Benomar et al, 2006), excluyendo la posibilidad de un efecto directo de la
insulina sobre la captura de glucosa, el aumento en la funciéon mitocondrial observado en
estos experimentos, sugiere un efecto positivo de la insulina en el control de la homeostasis
energética en los sinaptosomas. Ademas, Huang y cols., han observado que la incubacion
con insulina 1 nM incrementa el potencial de la membrana interna mitocondrial, lo que
correlaciona con un incremento en la produccion de ATP, del flujo glucolitico y el
potencial redox mitocondrial en cultivos neuronales (Huang et al, 2005). Mas aun, hay

evidencia de que la insulina neuronal promueve la actividad glucolitica dependiente de la
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via PI3K y la cinasa Akt. En la linea celular SH-5YSY, GLUT4, incrementa casi 5 veces
mas en la membrana plasmatica después de la estimulacion con insulina 100 nM por 15
minutos, y su transporte es dependiente de la via PI3K, como se ha demostrado al inhibir
con wortmanina (inhibidor especifico de PI3K). Ademas, las incubaciones cronicas con
insulina inhiben la expresion tanto de GLUT4 y GLUT3 en la linea celular SH-5YSY lo
que disminuye la captura de glucosa (Benomar et al, 2006). Esto sugiere que la exposicion
a insulina por periodos cortos, favorece la captura de glucosa y su metabolismo en células
neuronales. La insulina también puede activar la via de sefalizacion del factor de
crecimiento 1 semejante a la insulina (IGF1) por homologia de sus receptores. En este
sentido, los ratones igfl-/-, que no producen IGF1, muestran una reduccién en la expresion
cerebral de GLUT4, una captura reducida de glucosa en sinaptosomas y, de manera
importante, muestran una reducida fosforilacion de Akt (Cheng et al, 2000). También, en
neuronas de hipocampo, activadas con bicuculina 50 uM y 4-aminopiridina 100 uM, lo que
produce explosiones de potenciales de accion, mediadas por receptores para N-metil D-
aspartato (NMDA), se activa la cinasa Akt (blanco de PI3K). Esto lleva a la fosforilacién
de la sintetasa de oxido nitrico neuronal (nNOS) en la serina 1412 y promueve la
produccion de o6xido nitrico, produciendo un incremento de 5 veces de en el transportador
de glucosa 3 (GLUT3) en la superficie neuronal desde los 15 minutos después del
tratamiento, a través de un mecanismo mediado por monofosfato ciclico de gunosina
(cGMP) (Ferreira et al, 2011). Por lo que un incremento en el transporte de glucosa
mediado por la estimulaciéon de la via Insulina/PI3K es un mecanismo probable para

explicar el incremento en la reducciéon de MTT en nuestro modelo.
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La insulina ejerce su efecto principalmente al unirse y activar su receptor lo cual puede
promover la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina 1 (SRI-1), el cual e a su vez
promueve la activacion de la cinasa de fosfo inositosidos PI3K y la fosforilacion de Akt. En
estos experimentos la insulina promovi6 la fosforilacion del SRI-1 en la tirosina 612 y la
serina 473 de Akt. La tirosina 612 del SRI-1 es un sitio de anclaje para cinasas con dominio
SH2, como los de PI3K (Esposito et al, 2001; Greene et al, 2004). Por otro lado, la
fosforilacion de la serina 473 de la cinasa Akt, indica la completa activacion de Akt
(Sarbassov et al, 2005) y cuya fosforilacion es requerida para la maxima activacion de
efectores rio debajo de los complejos PI3k/mTORC2 (Pearce et al, 2010).

El péptido B-amiloide (BA) se ha asociado al dafio sindptico y pudiera estar implicado en
alteraciones de la funcion sindptica previas al dafio estructural. Una especie particularmente
toxica del PA es el fragmento 25-35 (BA*), el cual se ha demostrado que produce
peroxidacion de lipidos en la parte interna de la bicapa lipidica, pero no en la interfase
lipido-acuosa de las membranas lipidicas en tan solo minutos de exposicion al péptido
(Butterfield et al, 1994). También se ha demostrado que el PA*™° afecta la actividad de la
ATPasa de NA/K " e incrementa la concentracién de calcio (Ca”") intracelular, en cultivos
de hipocampo de rata y sinaptosomas de hipocampo humano, al incrementar la entrada de
Na' y despolarizar las sinapsis neuronales y de esa manera incrementar la concentracion de
Ca”" intracelular, llevando a la muerte neuronal (Mark et al, 1995). Ademas, estudios
previos han demostrado que el dafio en corteza e hipocampo de ratas, debido a la toxicidad
del BA®™’, se exacerba cuando las neuronas o sinaptosomas son expuestos a iodoacetato y
acido 3-nitropropionico, sugieriendo que la homeostasis energética es importante para la

proteccion neuronal (Arias et al, 2002). En estos experimentos mostramos que los
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sinaptosomas de corteza e hipocampo, expuestos a 25 uM de PA®~’, disminuyeron su

actividad mitocondrial después de 60 minutos de exposicion pero no a los 15 minutos.

Evidencia previa ha asociado al péptido B-amiloide (BA) en modificaciones de la
sefializacion de insulina, posiblemente al interactuar con el receptor de insulina (Xie et al,
2002; Zhao et al, 2008), lo cual conduce a cambios en la plasticidad sindptica y
supervivencia neuronal. Recientemente, se demostr6 que el péptido P-amiloide
intraneuronal puede interferir entre la interaccion de la proteina cinasa dependiente de 3-
fosfoinositosidos PDK1 y la cinasa Akt, previniendo la activacion de la cinasa Akt (Lee et
al, 2009). En el presente trabajo, se demostré que la incubacion de sinaptosomas con
péptido BA induce la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina 1 (SRI-1) en
sinaptosomas de corteza e hipocampo, pero este efecto sobre el SRI-1 solo lleva a la
activacion significativa de Akt en sinaptosomas de hipocampo Ya que el péptido BA se ha
encontrado en sitios con receptor de insulina en las terminales sindpticas, los presentes
resultados sugieren un efecto novedoso de la modulacion dependiente del péptido BA en la
funcion sindptica, particularmente en el hipocampo, el cual tiene una mayor densidad de
receptores de insulina (Abbott et al, 1999). Es de notar que los efectos del péptido A sobre
la activacion de la cinasa Akt, en un residuo asociado con el desarrollo de resistencia a
insulina, puede representar una asociacion de los mecanismos moleculares entre la
resistencia a la insulina y aspectos fisiologicos de la enfermedad de Alzheimer a nivel
presinaptico. Ademas, se han encontrado niveles elevados de fosfo-serina 473 Akt en
cerebros con enfermedad de Alzheimer (Griffin et al, 2005). Apoyando la relacion entre el

péptido BA y las modificaciones en la via PI3K/Akt.
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Se analizaron dos condiciones donde el receptor de insulina fue previamente incubado con
péptido B-amiloide (BA) o insulina, y posteriormente incubados en presencia de uno de los
dos compuestos. En estos experimentos se encontré un incremento importante en la
fosforilacion tanto en el sustrato del receptor de insulina (SRI-1) como en la cinasa Akt,
cuando se incubd con insulina antes que con péptido PA, y de manera particular en
sinaptosomas de hipocampo. Sin embargo cuando se incubo previamente con el péptido
BA, los efectos de la insulina se redujeron. Estos resultados sugieren que la modulacion
negativa de la actividad de insulina depende probablemente de la union del péptido BA al
receptor de insulina y su consecuente redistribucion, como se ha sugerido con anterioridad
(Zhao et al, 2008).

Asi, aunque la amplia gama de consecuencias del péptido B-amiloide sobre la accion de la
insulina en terminales presinapticas queda por ser determinada, parece que el BA induce
una respuesta reducida a la insulina. Lo anterior, sumado al elevado riesgo de padecer
enfermedad de Alzheimer cuando se presenta resistencia a insulina, sugiere que los
mecanismos iniciales que dafian el mantenimiento sinaptico, podrian empezar con
alteraciones en la funcion de los receptores de insulina cerebrales, ya que los receptores de

insulina en el cerebro estan desensibilizados en etapas iniciales de la EA.
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14. Conclusiones.

En el presente trabajo se demostr6 que:

La insulina aumenta la actividad metabolica sinaptosomal de manera transitoria a
tiempos cortos de exposicion.

El fragmento 25-35 del péptido B-amiloide disminuye la actividad metabdlica
sinaptosomal e inhibe la acciéon de la insulina sobre la actividad metabdlica
sinaptosomal de corteza e hipocampo.

La insulina activa al sustrato del receptor de insulina SRI-1 y a la cinasa Akt, al
incrementar su fosforilacion en sinaptosomas de corteza e hipocampo.

La exposicion al péptido B-amiloide también promueve la fosforilacion del sustrato
del receptor de insulina SRI-1 y a la cinasa Akt, lo que sugiere que el BA podria
actuar como modulador de la via Insulina/PI3K.

La preincubacion con péptido B-amiloide afecta la sensibilidad a la insulina, al
disminuir los efectos de la insulina sobre la fosforilacion del sustrato del receptor de

insulina SRI-1 y a la cinasa Akt.
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mediator of neuronal physiology, appearing to serve as a direct link between aspects of learning and
memory, neuronal survival, neurogenesis and apoptosis [2,3]. The PI3K is highly conserved through
evolution, and has been described in species ranging from insects to mammals [3]. PI3K signaling has
been implicated in aging and lifespan regulation, and the proliferation of adult neuronal progenitor
cells, as well as in synaptic plasticity, which gives PI3K relevance to cognitive processes in addition to
pathological brain aging and neurodegeneration [1-8]. The ability of PI3K to control key functions of
the cell provides the incentive for investigations into the effects of the modulation of PI3K signaling
pathways in different aspects of neuronal physiology, including its role in neuronal development as
well as brain aging and dysfunction.

The PI3Ks are multifaceted enzymes that are primarily responsible for the production of
3’ phosphoinositides from phosphatidylinositol in response to growth factors. The most common PI3K
is PI3K IA, a functional heterodimer comprised of two subunits, one catalytic and one regulatory, with
molecular weights of 110 kD (p110) and 85 kD (p85), respectively [4,9,10]. Three different genes
(p835c, p83P, and p55y) encode the regulatory unit. In addition, the p85cc mRNA can undergo
alternative sphcing to produce pSOa and p50a/AS53. The pl10 protein exists as one of four isoforms
(a, B, 7, 8) [1].

Most neurons express all the isoforms of the regulatory p85 subunit, but relatively high levels of the
catalytic p110c. are found in the hippocampus, olfactory bulb, and cerebellum [2,11]. The various
isoforms can result in different roles for PI3K in cellular physiology depending upon the sub-cellular
location, the metabolic cellular context, and the involvement of upstream signals and receptor
signaling pathways [3].

2. The PI3K/AKT Pathway in Neuronal Plasticity

The PI3K/AKT pathway is a key transducer of mitogenic and metabolic signals that drive
proliferation and inhibit both the apoptosis and differentiation of adult neuronal progenitors [12].
Activation of PI3K is induced by many growth factors such as insulin and insulin like growth factor 1
(IGF1), Ras proteins, or the diminished activity of the phosphatase and tensin homolog (PTEN). The
activation of the catalytic subunit of PI3K leads to the phosphorylation of phosphatydylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP2) to generate phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3). In turn, PIP3 drives the
activation of the phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDK-1). The serine-threonine kinase,
AKT, is recruited to the cell membrane and phosphorylated by PDK-1, which stimulates the catalytic
activity of AKT, which in turn phosphorylates and downregulates glycogen synthase kinase 3 f3
(GSK3p). Once activated, AKT is able to phosphorylate numerous downstream signaling proteins,
including members of the Bad-dependent apoptosis machinery, the forkhead transcription factor proteins
(FOXOs), the nuclear factor kB transcription factor (NFkB) and GSK3[. as well as mTOR, which
modulates protein translation machinery [12]. In addition, signaling proteins that contain pleckstrin
homology (PH) domains accumulate at sites of PI3K activation in the inner surface of the plasma
membrane via an interaction between the PH domains and the phospholipid products of PI3K [4,5,12].

During brain development, PI3K is involved in a variety of cellular functions that include
proliferation, cell migration, and axon guidance [13]. In addition, PI3K activity is essential for
microtubule transport during axonal growth cone formation and for the establishment of neuronal
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together with 1LY294002 and the mTOR inhibitor rapamycin into the pre-frontal cortex also inhibited the
long-term retention of trace fear memory [16]. PI3K may influence synaptic plasticity via the modulation
of receptor trafficking to the synaptic membrane, a mechanism that promotes rapid and long lasting
synaptic changes [17,18]. AKT is also involved in the control of synaptic strength, via phosphorylation
of the GABA receptor. In this regard, it is possible that insulin stimulation induces a localized
activation of PI3K at dendritic synapses, which in turn induces activation of AKT in the post-synaptic
vicinity [19]. Interestingly, exposure to neurotrophin 3 (NT-3) or brain derived neurotrophic factor
(BDNF) produces synapse maturation at the neuromuscular junction (NMJ) as well as dendritic
sprouting in hippocampal neurons, and in both kinds of neurons, PI3K signaling promotes long-lasting
changes in synaptic strength that depend upon both presynaptic and postsynaptic protein synthesis
mediated via the activity of the eukaryotic translation initiation factor alpha (elF2-u), a target of
mTOR [20,21] (Figure 1).

It has been suggested that signaling pathways that play a relevant role during development may also
be implicated in aging [22]. Accordingly, mutations that inactivate certain signaling pathways, such as
insulin/PI3K signaling, slow senescence and increases lifespan up to several folds in mouse models [23].

3. PI3K and Brain Aging

Brain aging is a highly complex process involving multiple systems and cellular pathways. Since
more than a decade it is known that mutation in some elements of the insulin/PI3K pathway
significantly impact longevity [7,24]. A constant feature of aging is the induction of stress response
pathways controlled at the molecular level by a number of highly conserved molecules and
transcriptional regulators, including proteins of the insulin and insulin like growth factor 1 (IGF1),
mTOR, sirtuin system, and AMP activated protein kinase (AMPK) pathways [26-28].

The search for longevity-related genes has led to the increased understanding of signaling pathways
involved in the regulation of lifespan in some model organisms. Among these, insulin/PI3K signaling
has been demonstrated to be a key player in the control of longevity. Insulin, as well as insulin like
growth factor 1 (IGF1), binds to the insulin receptor (IR). Adapter proteins, such as insulin receptor
substrate proteins (IRS1-4), bind to tyrosine residues and, in turn, activate PI3K and AKT, which then
act upon different target proteins such as GSK3p and mTOR [7,8].

Mutations in some genes that participate in PI3K signaling can lead to increased life span. In
Caenorhabditis elegans (C. elegans), mutations in Age-1, a PI3K catalytic subunit homologue,
produce an elevated lifespan [29-31]. Another example is Daf-2, an TR homologue, a temperature-
dependent mutation of which nearly doubles lifespan in . elegans. Daf-2 produces stress resistance
and longevity via the inhibition of the FOXO transcription factor homologue Daf-16. In addition, loss
of the Drosophila melanogaster IRS homologue, CHICO, has shown to increase longevity [31].

In mammals, the role of the insulin/IGF1/PI3K pathway in longevity seems to be more complex,
For example, in older humans, a compensatory hyperinsulinemia is developed to maintain glucose
homeostasis and prevent type 2 diabetes mellitus (T2DM). Nevertheless, elevated levels of circulating
insulin have negative effects on the brain and can diminish lifespan. It has been proposed, therefore,
that attenuating insulin signaling in aged or in overweight people may halt the damaging effects of
hyperinsulinemia [32]. In support of this idea, mice with IR mutations were found to have diminished
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adipose tissue and increased longevity [33]. Interestingly, the selective mutation of brain IRS2 is
sufficient for increased longevity in mice, suggesting that targeted inhibition of this protein may also
impact longevity in humans [32]. Although the role of insulin signaling in human longevity is
controversial, it has been shown that centenarian individuals show an increase in peripheral sensitivity
to insulin and reduced levels of circulating insulin [34]. Findings from studies of nonagenarians likewise
suggest that longevity may be associated with differences in insulin sensitivity [35]. Two external factors
that impact aging are known to be physical exercise and caloric restriction; this last factor, in particular,
appears to have important effects on longevity-related processes. Caloric restriction in mice reduces
the intensity and duration of insulin secretion required for glucose homeostasis, leading to diminished
insulin levels and promoting the expression of antioxidant enzymes [36].

The mTOR kinase function, a downstream participant of the insulin/PI3K pathway, may be
particularly important for longevity. Numerous cellular signals regulate mTOR activity; these include
low oxygen pressure, reduced nutrient concentration, oxidative stress, and DNA damage. Once
activated, mTOR participates in nutrient importation, translation of messenger RNA, and the
biogenesis of ribosomes. mTOR activates the eukaryotic translation elongation factor 2 (eEF2), eEF2
kinase (eEF2K), ribosomal protein S6 kinase (S6K), which regulates protein synthesis and gene
transcription [37,38]. Diminished activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway significantly augments
longevity in mice [39]. Likewise, centenarian individuals that show increased sensitivity to insulin also
have decreased mTOR activity. Thus, longevity seems to be associated with the reduced activity of the
insulin or IGF-mediated PI3K/AKT/mTOR pathways, implicating these signaling cascades as
important targets for pharmacological manipulation [22]. Importantly, mTOR activates S6K, which in
turn phosphorylates IRS proteins in serine residues, inhibiting insulin signaling, by a negative
feedback loop of regulation [40]. The PI3K/mTOR pathway also plays an important role in autophagy,
a catabolic process that helps to maintain cellular homeostasis. The regulation of autophagy is
intimately associated with the control of cell growth, cell proliferation, cell survival, and cell death.
Impairments of autophagy have also been demonstrated in neurodegenerative diseases, such as
Alzheimer’s disease (AD) [40,41].

Along PI3K/AKT/mTOR pathway the sirtuin system, found from bacteria to mammals, has shown
to play an important role in controlling longevity, oxidative stress, insulin resistance, metabolism and
neuroprotection. Sirtuins belongs to a family of class 1II histone deacetylases that transfers acetyl groups
from lysine residues to ADP-ribose moiety of NAD" producing a deacetylated protein, nicotinamide and
a 2’-O-acetyl-ADP-ribose. SIRT1 and SIRT2 are highly expressed in brain [27.42-44]. It has been
probed that SIRT] interacts directly with the p85 subunit of PI3K forming a complex that, after insulin
stimulation, binds to TRS1/2 and activates this pathway. Moreover, SIRTI1 levels correlate positively
with AKT phosphorylation at serine 473. Other target proteins of SIRT1 are AMPK, acetyl CoA
synthetase, glutamate dehydrogenase, IRS, histones, and other molecules involved in the modulation
of energy metabolism, stress responses, and cell survival [27,42-45].

Biological processes linked to normal aging also include systemic inflammatory and immune responses,
oxidative stress, and altered calcium regulation. Among these, oxidative stress leads to mitochondrial
dysfunction resulting in reduced respiratory metabolism and the increased generation of reactive oxygen
species (ROS). Also, accumulation of DNA damage may results from both increased oxidative damage and
the reduced efficiency of DNA repair, predisposing the cell to apoptosis, senescence, and inflammation.
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the endogenous antioxidant system, oxidative stress occurs in the cell. Several features of the brain
suggest that it is highly sensitive to oxidative stress that, combined with preexisting impairments in
metabolic status, leads to the damage and destruction of both neural and vascular cells. Aging is
accompanied by a general increase in oxidative stress, perhaps due to decreased in antioxidant
defenses [51-53].

AKT is a critical survival factor that can modulate cellular pathways in both the central and
peripheral nervous systems. Activation of AKT is an essential PI3K-dependent regulatory step in the
cellular response to oxidative stress. Early studies have demonstrated that over-expression of AKT in
neurons prevents apoptosis during growth factor withdrawal [54]. CNS expression of AKTI1 and
AKT2 are increased in the early stages of embryonic development, but decreases gradually in
post-natal cells [49]. In the adult brain, the expression of AKT1 and AKT2 is weak; however, a
dramatic increase in the expression of AKT1 mRNA and protein is induced when cells are subjected to
injury [55-57]. AKT expression has shown to be necessary and sufficient for neuronal survival, as the
expression of dominant-negative AKT, or the pharmacological inhibition of PI3K, causes neurons to
undergo apoptosis even in the presence of neurotrophic factors [58] and induces cell death during
oxidative stress [57,59]. Further studies have confirmed that endogenous cellular stores of AKT
provide the cell protection from injury [56,57,59]. In diverse paradigms of neuroprotection, AKT
phosphorylation mediates neuronal survival elicited by antioxidants [60]. Oxidative stress associated
with high cholesterol intake impairs insulin signaling, increases serine phosphorylation of IRS1, and
suppresses insulin-stimulated PI3K and AKT activities, leading to increased stress activated c-Jun
N-terminal kinase (JNK) activity that underlies cognitive impairments in mice [61]. Reciprocally, the
activity of mTOR may increase the mitochondrial production of ROS by activating mitochondrial
respiratory capacity [62].

Thus, a proper balance between the transient and sustained activation of PI3K/AKT seems to be
important for neuronal survival under diverse circumstances associated with cell injury and
oxidative stress.

3.2. PI3K Signaling and Alzheimer's disease

AD is the most prevalent progressive neurological disease in the elderly population, affecting millions
of individuals throughout the world. One of the two main pathological hallmarks of AD is the deposition
of amyloid P protein (AP) in the form of senile plaques throughout the hippocampus and neocortex [63].
The accumulation of Af} appears to be influenced by many complex processes including multiple
proteolytic events involved in AP production and defects in A} degradation and removal. Although the
pathophysiology of AD is matter of intense study, a promising area of research concerns the elucidation
of abnormal spatio-temporal integration of metabolic signals, particularly those downstream of
PI3K/AKT/mTOR activity. Haugabook ef a/. demonstrated a significant reduction (40-50%) in AP
accumulation in the Tg2576 transgenic mouse model of AD after oral administration of the PI3K
inhibitor wortmannin. In addition, it was found that wortmannin may influence the trafficking of the
amyloid precursor protein (APP) and/or its metabolites, resulting in a decreased secretion of the ApB
peptide [64]. In line with the above evidence, it has been found a bidirectional modulation of the APP
metabolism by insulin in neuroblastoma cells: increasing the release of soluble APP [65], reducing
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intracellular levels of AP40/42 and increasing AP40/42 secretion [66]. Additional evidence shows that
PI3K mediates a switch in the expression of neurotrophin receptors, from the high affinity catalytic
neurotrophin receptor that binds specifically nerve growth factor, TrkA, to the low affinity
neurotrophin receptor, p7SNTR, which favors sphingomyelinase activity, ceramide production and the
stabilization of B-site of the APP cleaving enzyme (BACEI) suggesting that A production depends on
growth factors and the cell metabolic state [67]. Insulin-mediated PI3K/AKT signaling also regulates
the phosphorylation and cellular relocalization of presenilin 1, a y-secretase complex enzyme, which in
turn may increase AP} production [68] (Figure 2).

In addition to the role of PI3K signaling in A generation, PI3K activity also contributes to the
expression of biochemical alterations in the tau protein, which contains a consensus motif for AKT
phosphorylation. The tau motif includes the AT100 double phospho-epitope (Thr212/Ser214), which is
a specific marker for AD and other neurodegenerative tauopathies, and which also may play a specific
role in AKT-mediated anti-apoptotic signaling [69]. Several studies have shown tau phosphorylation in
rodents after exposure to different stressors such as food deprivation [70] or forced swimming [71].
This raises the possibility that tau phosphorylation is an integral part of the neuronal response to
stressors, and that PI3K/AKT is a part of this response. On the other hand, PI3K inhibition with
wortmannin leads to GSK3[ activation, which in turn increases tau phosphorylation at specific
epitopes that may contribute to the paired helicoidal filaments (PHF) formation in cortical and
hippocampal neurons. This effect is reversed upon inhibition of GSK3p with lithium chloride [72].
Thus, decreased growth factor stimulation of PI3K signaling in aging or disease may allow increased
GSK3p activity, leading to tau hyperphosphorylation. Interestingly, it was found that p-AKT levels and
activity are decreased in AD brain specimens and that AP interferes with AKT activation [73],
which could be involved in the increase of GSK3 activity and tau phosphorylation.

Taking into account AD complexity and the dual role of PI3K signaling in the development of
markers for AD it becomes clear that an understanding of the complex interaction between insulin
signaling and insulin resistance is necessary for the development of novel drug therapies for the
treatment and/or prevention of this neurodegenerative disease.

3.3. Insulin Resistance in Aging and AD

Insulin resistance associated with T2DM and obesity increases with aging and represents a risk for the
development of cognitive deficiencies such as low perceptual speed and, in some cases, AD [74-77].
T2DM and insulin resistance are closely associated with obesity, dyslipidemia, high blood pressure,
and pro-thrombotic and pro-inflammatory states. Together these factors constitute the metabolic
syndrome [78]. Insulin resistance is a major pathological condition, and is often co-morbid with
elevated blood pressure, cardiovascular disease, dyslipidemia, and high cholesterol levels. T2DM has
been identified as a risk factor for AD, with increasing epidemiological evidence showing that T2DM
almost doubles the risk of developing AD, and this risk increases when associated with cardiovascular
disorders or dyslipidemia [75-77,79,80].

Aging is associated with low levels of insulin and insulin receptors in brain. Diminished cerebral
insulin levels and peripheral insulin resistance appears to be accompanied with disturbances in insulin
signaling in AD [81], that has led many to consider this neurodegenerative disease as an

87



Pharmaceuticals 2011, 4 1078

insulin-resistant brain condition [82]. The relationship between AD and T2DM has been explored
regarding central and peripheral insulin signaling, for example, in a Japanese epidemiological study
demonstrating that high insulin and/or high glucose plasma levels in T2DM patients accelerate
amyloid load and amyloid plaque formation in individuals with the APOE4 allele [67,77,80].

Several lines of evidence suggest that hyperglycemia is associated with cognitive impairment and
with structural alterations in the brain [83,84]. Prolonged hyperglycemia, dyslipidemia and oxidative
stress in diabetes, result in the increased production and accumulation of advanced glycation end
products (AGEs) [80,85-88]. In addition, it was demonstrated that oxidative stress leads to activation
of FOXO transcription factors through PI3K/AKT signaling pathway [89].

As mentioned, another remarkable feature of insulin action in brain is the regulation of APP
metabolism. High insulin levels diminish Ap clearance, perhaps by competing for the
insulin-degrading enzyme (IDE). On the other hand IDE expression is downregulated in
hyperinsulinemic conditions, and is considerably diminished in AD patients with T2ZDM [80].
Insulin/IGF1 signaling protects synaptic dendrites from AP oligomers injury [90].

The relevance of the insulin/PI3K pathway to the development of AD biomarkers has been studied
in a mouse model of hyperinsulinemia in which systemic insulin administration promoted tau
phosphorylation as shortly as 10 min after insulin administration [91]. In this sense, it has been
demonstrated that insulin prevents the phosphorylation of presenilin 1 via PI3K/AKT and in this way
regulates AP production [92]. AP oligomers-treated neurons exhibit elevated levels of activated PI3K,
AKT and mTOR and AKT or mTOR inhibitors blocked Ap oligomers-induced aberrant neuronal cell
cycle reactivation [93]. Finally, some studies in mice lacking the neuron-specific insulin receptor have
shown a complete loss of insulin-mediated activation resulting in markedly reduced phosphorylation of
AKT and GSK3p, leading to substantially increased phosphorylation of tau a hallmark of AD [94].

Liu ef al., have investigated the insulin/PI3K/AKT signaling pathway in the autopsied frontal
cortices from AD, T2DM, T2DM-AD and control cases. They found decreased levels and activities of
several components of this pathway in patients with T2DM and AD (T2DM-AD) [95]. It is of interest
the recent finding that the hormone glucagon-like peptide-1 (GLP-1) facilitates insulin signaling,
opening the possibility of using analogs of this hormone to improve cognition in AD [96].

A rat model was developed by using streptozotocin (STZ) to induce the brain insulin system
dysfunction. STZ is a drug that selectively destroys insulin-secreting pancreatic f cells and thereby
causes type | diabetes mellitus (T1DM) [97]. Insulin deficiency after systemic STZ administration
reproduces some aspects of the AD-like pathology such as tau hyperphosphorylation and a reduced
phosphatase activity [98-102]. Although STZ icv does not cause systemic DM it induces alterations in
brain metabolic pathways being under control of the insulin signaling found in the AD’s brain and
aggravates the expression of AD markers in transgenic APPP-overexpressing mice via GSK3
pathway [103]. STZ is a toxic glucose analogue that diminishes ATP content, and eventually produces
oxidative stress, DNA fragmentation, myelin neurotoxicity, low synthesis of acetylcholine, and
cognitive impairment [97,104,106,107]. The uptake of STZ uses the glucose transporter 2 (GLUT2) to
enter cells and for this reason hypothalamic neurons are particularly vulnerable to STZ [105].
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4. How Can the Modulation of PI3K Signaling Improve Neuronal Dysfunction in Aging and
Disease?

In this review, we have described how aging is associated with changes in several transduction
pathways. In particular, we have reviewed how insulin/IGF 1-dependent PI3K/AKT/mTOR dysregulation
is associated with abnormal cellular functions that lead to cellular stress, cellular senescence, altered
neuronal plasticity, apoptosis, and cell death. The hippocampus is a nodal region in the control of
neuronal reactions to stress, and is highly plastic region implicated in spatial learning and memory,
which make the hippocampal circuit a particularly vulnerable brain site. Therefore, research involving
PI3K modulation in this specific brain region may help to retard senescence and/or aging-related brain
damage and cognitive impairments. However, the pleiotropic nature of the PI3K/AKT pathway makes
its selective inhibition/activation difficult. The analysis of specific PI3K isoforms and the development
of specific molecular modulators are necessary to address this problem. In this regard, there is
currently work being conducted into the structural analysis of oncogenic PI3Ka mutations as a basis
for the molecular design of isozyme-specific and mutation-specific inhibitors for individualized cancer
therapies [108].

There is the possibility of ameliorating some of the molecular hallmarks of AD. For example, it has
been reported that the PI3K inhibitor LY294002 induces the accumulation of a highly ubiquitinated
form of presenilin-1, Although the biological significance of this is not known, possible interventions
into PI3K-related AP generation therefore exist [109]. Interestingly, a recent trial with the insulin
sensitizer, rosiglitazone, showed positive trends in mild-to-moderate AD patients [110].

Another important candidate for the modulation of PI3K signaling is mTOR, the downstream
PI3K target. For example, inhibition of mTOR activity regulates longevity by stimulating cellular
autophagy and the removal of misfolded proteins and damaged organelles, thus restoring cellular
function [37,38_111]. It is interesting to note that hyperactivation of mTOR is associated with multiple
degenerative diseases, autoimmune diseases, and cancer, therefore its inhibition 1s a reasonable
strategy to combat such disorders [37].

The main mTOR inhibitor, rapamycin, is well-tolerated by humans and is interesting as an anti-aging
drug. Nevertheless, it is necessary to clearly understand the role of mTOR action in normal cell
functioning [37,112,113]. Rapamycin has been proposed for the treatment of neurodegenerative
disorders, as it is a hydrophobic molecule that readily crosses the blood-brain barrier. Rapamycin
promotes autophagy, and therefore may combat protein aggregates like tau or AP [37]. Recently, novel
catalytic inhibitors of mTOR have been designed that are synthetic small molecules that function as
competitive ATP-binding inhibitors [114,115]. Tn addition, newly developed dual mTOR-PI3K
inhibitors have been described that counteracts the PI3K/AKT overstimulation that occurs when
mTOR alone is inhibited [116,117].

Another candidate to be regulated is the sirtuin system implicated in insulin/PI3K/AKT/mTOR
pathway modulation. Several conditions such as caloric restriction, and exercise as well as the
compound resveratrol improve insulin/PI3K/AKT/mTOR signaling pathway trough modulation of
sirtuin content [27,42-45].
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5. Conclusions

The modulation of molecules involved in signal transduction pathways is an emerging therapeutic
option for a number of human diseases. The PI3K/AKT/mTOR signaling pathway coordinates a
variety of complex events that lead to changes in cell metabolism, cell growth, cell movement, and cell
survival. Further studies of this pathway should be directed towards the design of new small-molecule
modulators of PI3K isoforms implicated in neurodegeneration,

Acknowledgments

Authors thank Patricia Ferrera for technical assistance. D. Heras-Sandoval is supported by
CONACYT 217779. E. Avila-Mufioz is supported by CONACYT 239696.

References

1. van der Heide, L.P.; Ramakers, G.M.; Smidt, M.P. Insulin signaling in the central nervous

system: Learning to survive. Prog. Neurobiol. 2006, 79, 205-221.

Engelman, J.A; Luo, J.; Cantley, L.C. The evolution of phosphatidylinositol 3-kinases as

regulators of growth and metabolism. Nar. Rev. Genet. 2006, 7, 606-619.

3.  Hawkins, P.T; Anderson, K E.; Davidson, K.; Stephens, L.R. Signaling through Class 1 PI3Ks in
mammalian cells. Biochem. Soc. Trans. 2006, 34, 647-662.

4. Arendt, T. Synaptic plasticity and cell cycle activation in neurons are alternative effector

&

pathways: The ‘Dr. Jekyll and Mr. Hyde™ concept of Alzheimer's disease or the yin and yang of
neuroplasticity. Prog. Neurobiol. 2003, 71, 83-248.

5. Kimura, K.D.; Tissenbaum, H.A; Liu, Y.; Ruvkun, G. daf-2, an insulin receptor-like gene that
regulates longevity and diapause in Caenorhabditis elegans. Science 1997, 277, 942-946.

6. Brown-Borg, HM.; Borg, K.E.; Meliska, C.J.; Bartke, A. Dwarf mice and the ageing process.
Nature 1996, 384, 33-36.

7. Kapeller, R.; Cantley, L.C. Phosphatidylinositol 3-kinase. Bioessays 1994, 16, 565-576.
Vanhaesebroeck, B.; Waterfield, M.D. Signaling by distinct classes of phosphoinositide 3-kinases.
Exp. Cell Res. 1999, 253, 239-254,

9. Shin, B.C.; Suzuki, M.; Inukai, K.; Anai, M.; Asano, T.; Takata, K. Multiple isoforms of the
regulatory subunit for phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase) are expressed in neurons in the
rat brain. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998, 246, 313-319.

10. Trejo, J.L.; Pons, S. Phosphatidylinositol-3-OH kinase regulatory subunits are differentially
expressed during development of the rat cerebellum. J. Neurobiol. 2001, 47, 39-50.

11. Rodgers, EE; Theibert, A B. Functions of PI 3-kinase in development of the nervous system.
Int. J. Dev. Neurosci. 2002, 20, 187-197.

12 Peltier, J.; O'Neill, A.; Schaffer, D.V. PI3K/AKT and CREB regulate adult neural hippocampal
progenitor proliferation and differentiation. Dev. Nenrobiol. 2007, 67, 1348-1361.

13.  Akiyama, H.; Kamiguchi, H. Phosphatidylinositol 3-kinase facilitates microtubule-dependent
membrane transport for neuronal growth cone guidance. Biol. Chem. 2010, 285, 41740-41748.

90



Pharmaceuticals 2011, 4 1081

14.

15.

16.

20.

21,

22.

23,

24

29.
30.

31

Bruel-Jungerman, E.; Veyrac, A.; Dufour, F.; Horwood, J.; Laroche, S.; Davis, S.; Davis, S.;
Manzoni, O.J. Inhibition of PI3K-AKT signaling blocks exercise-mediated enhancement of adult
neurogenesis and synaptic plasticity in the dentate gyrus. PLoS ONE 2009, 4, e7901.

Horwood, JM.; Dufour, F.; Laroche, S.; Davis, S. Signaling mechanisms mediated by the
phosphoinositide 3-kinase/AKT cascade in synaptic plasticity and memory in the rat. Fur. J.
Neurosci. 2006, 23, 3375-3384.

Sui, L.; Wang, J.; Li, B.M. Role of the phosphoinositide 3-kinase-AKT-mammalian target of the
rapamycin signaling pathway in long-term potentiation and trace fear conditioning memory in rat
medial prefrontal cortex. Learn. Mem. 2008, 15, 762-776.

Hoyer, S. The aging brain. Changes in the neuronal insulin/insulin receptor signal transduction
cascade trigger late-onset sporadic Alzheimer disease (SAD). A mini-review. ... Neural Transm.
2002, /09, 991-1002.

Zhao, W.; Chen, H.; Xu, H.; Moore, E.; Meiri, N.; Quon, M.J.; Alkon, D.L. Brain insulin
receptors and spatial memory. ./ Biol. Chem. 1999, 274, 34893-34902.

Wang, Q.; Liu, L.; Pei, L; Ju, W ; Ahmadian, G ; Lu, J.; Wang, Y ; Liu, F.; Wang, Y.T. Control
of synaptic strength, a novel function of AKT. Neuron 2003, 38, 915-928,

Je, HS.; N, Y.; Wang, Y.; Yang, F.; Wu, W_; Lu, B. Presynaptic protein synthesis required for
NT-3-induced long-term synaptic modulation. Mol. Brain 2011, 4, 1-8.

Je, HS.; Lu, Y.; Yang, F.; Nagappan, G.; Zhou, J.; Jiang, Z.; Nakazawa, K.; Lu, B. Chemically
inducible inactivation of protein synthesis in genetically targeted neurons. J. Neurosci. 2009, 29,
6761-6766.

Blagosklonny, M.V. Aging and immortality: Quasi-programmed senescence and its pharmacologic
inhibition. Cell Cycle 2006, 5, 2087-2102.

Liang, H.; Masoro, EJ.; Nelson, . F.; Strong, R.; McMahan, C.A; Richardson, A. Genetic
mouse madels of extended lifespan. Fxp. Gerontol. 2003, 38, 1353-1364.

Bartke, A.; Brown-Borg, H.; Mattison, ] ; Kinney, B.; Hauck, S.; Wright, C. Prolonged longevity
of hypopituitary dwarf mice. Fxp. Gerontol. 2001, 36, 21-28.

Haigis, M.C.; Yankner, B.A. The aging stress response. Mo/. Ce/l 2010, 40, 280-293.

Kenyon, C.J. The genetics of aging. Narure 2010, 464, 504-512.

Tang, B.L. Sirtl's systemic protective roles and its promise as a target in antiaging medicine.
Transl. Res. 2011, 157, 276-284.

Collado, M.; Medema, R H.;: Garcia-Cao, 1.; Dubuisson, M.L.; Barradas, M.; Glassford, J.;
Rivas, C.; Burgering, B.M.; Serrano, M.; Lam, E-W. Inhibition of the phosphoinositide 3-kinase
pathway induces a senescence-like arrest mediated by p27Kipl. .J Biol. Chem. 2000, 275,
21960-21968.

Kenyon, C. The plasticity of aging: Insights from long-lived mutants. Ce// 2005, 720, 449-460.
Morris, J.Z.; Tissenbaum, H.A_; Ruvkun, G. A phosphatidylinositol-3-OH kinase family member
regulating longevity and diapause in Caenorhabditis elegans. Nature 1996, 382, 536-539.
Clancy, D.J.; Gems, D.; Harshman, L.G.; Oldham, S.; Stocker, H.; Hafen, E.; Leevers, S.J.;
Partridge, L. Extension of life-span by loss of CHICO, a Drosophila insulin receptor substrate
protein. Science 2001, 292,104-106.

91



Pharmaceuticals 2011, 4 1082

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39,

40.

41.
42,

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

Taguchi, A.; Wartschow, L M.; White, M.F. Brain IRS2 signaling coordinate life span and
nutrient homeostasis. Science 2007, 317, 369-372.

Bartke, A. Role of the growth hormone/insulin-like growth factor system in mammalian aging.
Endocrinology 2005, 146, 3718-3723.

Barbieri, M.; Gambardella, A.; Paolisso, G.; Varricchio, M. Metabolic aspects of the extreme
longevity. Fxp. Gerontol. 2008, 43, 74-78.

Rozing, M.P.; Westendorp, R.G.; Frolich, M.; de Craen, A.J; Beerkman, M.; Heijmans, B.T.;
Mooijaart, S.P.; Blauw, G.J.; Slagboom, P.E.; van Heemst, D. Human insulin/IGF-1 and familial
longevity at middle age. Aging 2009, /, 714-722.

Bonkowski, M.S.; Rocha, J.S.; Masternak, M.M.; Al Regaiey, K.A.. Bartke, A. Targeted
disruption of growth hormone receptor interferes with the beneficial actions of calorie restriction.
Proc. Natl. Acad. Sci. [/.5.4. 2006, 103, 7901-7905.

Tsang, C.K.; Qi, H; Liu, L.F.; Zheng, X F. Targeting mammalian target of rapamycin (mTOR)
for health and diseases. Drug Discov. Today 2007, 12, 112-124.

Arsham, A M ; Neufeld, TP. Thinking globally and acting locally with TOR. Curr. Opin. Cell
Biol 2006, /8, 589-597.

Sharp, Z.D.; Bartke, A. Evidence for down-regulation of phosphoinositide 3-kinase/AKT/mammalian
target of rapamycin (PI3K/AKT/mTOR)-dependent translation regulatory signaling pathways in
Ames dwarf mice. J. Geronitol. A Biol. Sci. Med. Sci. 2005, 60, 293-300,

Wullschleger, S.; Loewith, R.; Hall, M\N, TOR signaling in growth and metabolism. Ce// 2006,
124, 471-484.

Cuervo, A M. Autophagy: Many paths to the same end. Mol. Cell Biochem. 2004, 263, 55-72.
Kelly, G.S. A review of the sirtuin system, its clinical implications, and the potential role of
dietary activators like resveratrol: Part 1. Altern. Med. Rev. 2010, 15, 245-263.

Frojdo, S.; Durand, C., Molin, L.; Carey, A.L.; El-Osta, A_; Kingwellg, B.A_; Febbraio, M.A_;
Solari, F.; Vidal, H.; Pirola, L. Phosphoinositide 3-kinase as a novel functional target for the
regulation of the insulin signaling pathway by SIRT1. Mol. Cell Endocrinol. 2011, 335, 166-176.
Kelly, G.S. A review of the sirtuin system, its clinical implications, and the potential role of
dietary activators like resveratrol: Part 2. Altern. Med. Rev. 2010, /5, 313-328.

Xiong, S.; Salazar, G.; Patrushev, N.; Alexander, R W. FoxO1 mediates an autofeedback loop
regulating SIRT1 expression. J. Biol. Chem. 2011, 286, 5289-5299.

Butterfield, D.A.; Howard, B.; Yatin, S.; Koppal, T.; Drake, J.; Hensley, K.; Aksenov, M_;
Aksenova, M.; Subramaniam, R.; Varadarajan, S.; et al. Elevated oxidative stress in models of
normal brain aging and Alzheimer's disease. Life Sci. 1999, 63, 1883-1892.

Mattson, M.P. Calcium and neurodegeneration. Aging Cell 2007, 6, 337-350.

Sastre, J.; Pallardo, F.V_; Viiia, J. The role of mitochondrial oxidative stress in aging. Free Radic.
Biol. Med, 2003, 35, 1-8.

Sloane, J.A.; Hollander, W.; Moss, M.B.; Rosene, D.L.; Abraham, C.R. Increased microglial
activation and protein nitration in white matter of the aging monkey. Neurobiol. Aging 1999, 20,
395-405,

Fubini, B.; Hubbard, A. Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS)
generation by silica in inflammation and fibrosis. Free Radic. Biol. Med. 2003, 34, 1507-1516.

92



Pharmaceuticals 2011, 4 1083

=3 18

52.

53.

54.

56.

57.

58.

39,

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Golden, T.R.; Hinerfeld, D.A.; Melov, S. Oxidative stress and aging: Beyond correlation. Aging
Cell 2010, 7, 117-123.

Papadia, S_; Soriano, F X ; Léveillé, F.; Martel, M A ; Dakin, K. A ; Hansen, H.H ; Kaindl, A ;
Sifringer, M.; Fowler, J.; Stefovska, V.; et al. Synaptic NMDA receptor activity boosts intrinsic
antioxidant defenses. Nar. Neurosci. 2008, 11, 476-487.

Galasko, D.; Montine, T. Biomarkers of oxidative damage and inflammation in Alzheimer’s
disease. Biomark. Med. 2010, 4, 27-36.

Datta, S.R.; Dudek, H.; Tao, X.; Masters, S.; Fu, H.; Gotoh, Y., Greenberg, M.E. AKT
phosphorylation of BAD couples survival signals to the cell-intrinsic death machinery. Cell
1997, 91, 231-241,

Owada, Y.; Utsunomiya, A.; Yoshimoto, T.; Kondo, H. Expression of mRNA for AKT,
serine-threonine protein kinase, in the brain during development and its transient enhancement
following axotomy of hypoglossal nerve. J. Mol. Neurosci. 1997, 9, 27-33,

Chong, Z.Z.; Kang, J.Q.; Maiese, K. AKT1 drives endothelial cell membrane asymmetry and
microglial activation through Bel-x(L) and caspases 1, 3, and 9. Exp. Cell Res. 2004, 296, 196-207.
Kang, 1.Q.; Chong, ZZ.; Maiese, K. Critical role for AKT! in the modulation of apoptotic
phosphatidylserine exposure and microglial activation. Mol. Pharmacol 2003, 64, 557-569.
Crowder, R.J.; Freeman, R.S. Phosphatidylinositol 3-kinase and AKT protein kinase are
necessary and sufficient for the survival of nerve growth factor-dependent sympathetic neurons.
J. Neurosci. 1998, 18, 2933-2943.

Kang, J.Q.; Chong, Z.Z.; Maiese, K. AKT] protects against inflammatory microglial activation
through maintenance of membrane asymmetry and modulation of cysteine protease activity.
J. Newrosci. Res. 2003, 74, 37-51.

Murata, H.; Sakaguchi, M.; Jin, Y., Sakaguchi, Y ; Futami, J; Yamada, H, Kataoka, K
Huh, N.H. A new cytosolic pathway from a Parkinson disease-associated kinase, BRPK/PINK1:
activation of AKT via mTORC2. .J. Biol. Chem. 2011, 286, 7182-7189.

Lu, J; Wu, DM.; Zheng, Z.H.; Zheng, Y.L.; Hu, B;; Zhang, Z F. Troxerutin protects against
high cholesterol-induced cognitive deficits in mice. Brain 2011, /34, 783-797.

Schieke, S.M.; Phillips, D.; McCoy, J.P.; Aponte, A.M.. Shen, R.F.; Balaban, R.S.; Finkel, T.
The mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway regulates mitochondrial oxygen
consumption and oxidative capacity. J. Biol. Chem. 2006, 28], 27643-27652.

Selkoe, D.J. Aging. amyloid, and Alzheimer's disease: A perspective in honor of Carl Cotman.
Neuwrochem. Res. 2003, 28, 1705-1713.

Haugabook, S.J.; Le, T.. Yager, D.; Zenk, B.; Healy, BM.; Eckman, E.A.; Prada, C;
Younkin, L.; Murphy, P_; Pinnix, 1; e/ a/. Reduction of AB accumulation in the Tg2576 animal
model of Alzheimer's disease after oral administration of the phosphatidylinositol kinase
inhibitor wortmannin. FASEE .J. 2000, /5, 16-18,

Solano, D.C.; Sironi, M.; Bonfini, C.; Solerte, S.B.; Govoni, S.; Racchi, M. Insulin regulates
soluble amyloid precursor protein release via phosphatidyl inositol 3 kinase-dependent pathway.
FASEB J. 2000, /4, 1015-1022,

93



Pharmaceuticals 2011, 4 1084

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72,

13,

74.

15

76.

T

78.

79,

30.

81.

82.

Gasparini, L.; Gouras, GK.; Wang, R ; Gross, R.S.; Beal, MLF ; Greengard, P.; Xu, H. Stimulation
of beta amyloid precursor protein trafficking by insulin reduces intraneuronal beta-amyloid and
requires mitogen-activated protein kinase signaling. J. Neurosci. 2001, 2/, 2561-2570.
Costantini, C.; Scrable, H.; Puglielli, L. An aging pathway controls the TrkA to p7SNTR receptor
switch and amyloid beta-peptide generation. KMB() J. 2006, 25, 1997-2006.

Maesako, M.; Uemura, K.; Kubota, M.; Ando, K., Kuzuya, A Asada, M., Kihara, T
Kinoshita, A. Insulin regulates Presenilin 1 localization via PI3K/AKT signaling. Neurosci. Lett.
2010, 483, 157-161.

Ksiezak-Reding, H.; Pyo, HK.; Feinstein, B.; Pasinetti, GM. AKT/PKB kinase phosphorylates
separately Thr212 and Ser214 of tau protein in vitro. Biochim. Biophys. Acta 2003, 1639,
159-168.

Yanagisawa, M ; Planel, E.; Ishiguro, K_; Fujita, S.C. Starvation induces tau hyperphosphorylation
in mouse brain: Implications for Alzheimer's disease. FEBS Lett. 1999, 461, 329-333.

Okawa, Y ; Ishiguro, K.; Fujita, S.C. Stress-induced hyperphosphorylation of tau in the mouse
brain. FEBS Lett. 2003, 535, 183-189.

Hernandez, F.; de Barreda, E.G.; Fuster-Matanzo, A.; Goni-Oliver, P.; Lucas, 1.J.; Avila, J. The
role of GSK3 in Alzheimer disease. Brain Res. Bull. 2009, 80, 248-250.

Lee, H-K.; Kumar, P.; Fu, Q.; Rosen, K.M.; Querfurth, HW, The insulin/AKT signaling
pathway is targeted by intracellular B-amyloid. Mol. Biol. Cell 2009, 20, 1533-1544.

Umegaki, H. Pathophysiology of cognitive dysfunction in older people with type 2 diabetes:
Vascular changes or neurodegeneration? Age Ageing. 2010, 39, 8-10.

Schrijvers, EM.; Witteman, J.C; Sijbrands, E.J.; Hofman, A_; Koudstaal, P.J.; Breteler, M.M.
Insulin metabolism and the risk of Alzheimer disease: The Rotterdam study. Neurology 2010, 75,
1982-1987.

Sima, A.A. Encephalopathies: The emerging diabetic complications. Acta Diabetol. 2010, 47,
279-293.

Matsuzaki, T.; Sasaki, K.; Tanizaki, Y .; Hata, I.; Fujimi, K_; Matsui, Y.; Sekita, A.; Suzuki, S.0;
Kanba, S., Kiyohara, Y, ef al. Insulin resistance is associated with the pathology of Alzheimer
disease: The Hisayama study. Newrology 2010, 75, 764-770.

Meigs, J.B. Invited commentary: Insulin resistance syndrome? Syndrome X? Multiple metabolic
syndrome? A syndrome at all? Factor analysis reveals patterns in the fabric of correlated
metabolic risk factors. Am. J. Epidemiol. 2000, {52, 908-911.

Whitmer, R.A_; Gunderson, E.P.; Barrett-Connor, E.; Quesenberry, C.P., Jr; Yaffe, K. Obesity in
middle age and future risk of dementia: A 27 year longitudinal population based study. Br. Med.
J 2005, 330, 1360.

Li, L.; Hlscher, C. Common pathological processes in Alzheimer disease and type 2 diabetes: A
review. Brain Res. Rev. 2007, 56, 384-402.

Frolich, L.; Blum-Degen, D.; Bernstein, H.G.; Engelsberger, S., Humrich, J.; Laufer, S
Muschner, D.; Thalheimer, A.; Turk, A; Hoyer, S.; ef a/. Brain insulin and insulin receptors in
aging and sporadic Alzheimer's disease. .J. Newral Transm. 1998, 105, 423-438.

Hoyer, S. Is sporadic Alzheimer disease the brain type of non-insulin dependent diabetes
mellitus? A challenging hypothesis. J. Newral Transm. 1998, 103, 415-422.

94



Pharmaceuticals 2011, 4 1085

83.

84.

86.

87.

88.

89.

90.

al.

92.

93.

94.

95.

96.

a7,

98.

Gispen, W.H.; Biessels, G.J. Cognition and synaptic plasticity in diabetes mellitus. Trends
Neurosci. 2000, 23, 542-549.

Biessels, G.I.; Kappelle, L.J. Increased risk of Alzheimer's disease in Type II diabetes: Insulin
resistance of the brain or insulin-induced amyloid pathology? Biochem. Soc. Trans. 2005, 33,
1041-1044.

Yamagishi, SI Role of advanced glycation end products (AGEs) and receptor for AGEs
(RAGE) in vascular damage in diabetes. £xp. Geromtol. 2010, 46, 217-224.

Partridge, L.; Gems, D. Beyond the evolutionary theory of ageing, from functional genomics to
evo-gero. frends Ecol. Evol. 2006, 21, 334-340.

Issad, T. O-GlcNAc glycosylation and regulation of cell signaling. Med. Sci. 2010, 26, 753-759.
Deng, Y.. Li, B.; Liu, Y.; Igbal, K.; Grundke-Igbal, 1.; Gong, C.X. Dysregulation of insulin
signaling, glucose transporters, O-GlcNAcylation, and phosphorylation of tau and neurofilaments
in the brain: Implication for Alzheimer's disease. Am. .J. Pathol. 2009, 175, 2089-2098.
Manolopoulos, K.N_; Klotz, L.O.; Korsten, P_; Bornstein, S.R.; Barthel A. Linking Alzheimer's
disease to insulin resistance: The FoxO response to oxidative stress. Mol. Psychiatry 2010, 15,
1046-1052.

Zhao, W.Q_; Lacor, P.N_; Chen, H.; Lambert, M.P.; Quon, M.J; Krafft, G A.; Klein, W.L.
Insulin receptor dysfunction impairs cellular clearance of neurotoxic oligomeric AB. .J. Biol.
Chem. 2009, 284, 18742-18753.

Freude, S.; Plum, L.; Schnitker, J.; Leeser, U.; Udelhoven, M.; Krone, W.; Bruning, J.C;
Schubert, M. Peripheral hyperinsulinemia promotes tau phosphorylation in vivo. Diabetes 2005,
54,3343-3348.

Maesako, M., Uemura, K., Kubota, M.; Ando, K., Kuzuya, A Asada, M., Kihara, T,
Kinoshita, A. Insulin regulates Presenilin 1 localization via PI3K/AKT signaling. Neurosci. Left.
2010, 453, 157-161.

Bhaskar, K. Miller, M.; Chludzinski, A.; Herrup, K; Zagorski, M.; Lamb, B.T. The
PI3K-AKT-mTOR pathway regulates AP oligomer induced neuronal cell cycle events. Mol.
Neurodegener. 2009, 4, 14.

Schubert, M.; Gautam, D.; Surjo, D.; Ueki, K.; Baudler, S.: Schubert, D.; Kondo, T.; Alber, J.;
Galldiks, N.; Kustermann, E.; et al. Role for neuronal insulin resistance in neurodegenerative
diseases. Proc. Nail. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101, 3100-3105,

Liu, Y.; Liu, F.; Grundke-Igbal, 1; Igbal, K.; Gong, C.X. Deficient brain insulin signalling
pathway in Alzheimer’s disease and diabetes. J. Pathol. 2011, 225, 54-62.

McClean, P.L.; Parthasarathy, V.; Favire, E.; Holscher, C. The diabetes drug liraglutide prevents
degenerative processes in a mouse model of Alzheimers disease. J. Newrosci. 2011, 31,
6587-6594.

Szkudelski, T, The mechanism of alloxan and streptozotocin action in B cells of the rat pancreas.
Physiol. Res. 2001, 50, 537-546,

Planel, E.; Tatebayashi, Y., Miyasaka, T.; Liu, L; Wang, L; Herman, M.; Yu, WH.,;
Luchsinger, J.A; Wadzinski, B.; Duff, KE; e/ al. Insulin dysfunction induces in vivo tau
hyperphosphorylation through distinct mechanisms. ... Neurosci. 2007, 27, 13635-13648.

95



Pharmaceuticals 2011, 4 1086

99,

100.

101.

102,

103.

104.

105,

106.

107.

108.

109.

110.

111.
112,

113.

Jolivalt, C.G.; Lee, C.A; Beiswenger, K.K.; Smith, J.L.; Orlov, M.; Torrance, M. A ; Masliah, E.
Defective insulin signaling pathway and increased glycogen synthase kinase-3 activity in the
brain of diabetic mice: Parallels with Alzheimer’s disease and correction by insulin. .. Newurosci.
Res. 2008, 86, 3265-3274.

Kim, B.; Backus, C.; Oh, S_; Hayes, JM.; Feldman, EL. Increased tau phosphorylation and
cleavage in mouse models of type 1 and type 2 diabetes. Endocrinology 2009, 150, 5294-5301.
Park, S.A. A common pathogenic mechanism linking type-2 diabetes and Alzheimer’s disease:
Evidence from animal models. J. Clin. Nenrol. 2011, 7, 10-18.

Grunblatt, E.; Salkovic-Petrisic, M.; Osmanovic, J.; Riederer, P.; Hoyer, S. Brain insulin system
dysfunction in streptozotocin intracerebroventricularly treated rats generates hyperphosphorylated
tau protein. .J. Neurochem. 2007, /01, 757-770.

Plaschke, K.; Kopitz, J.; Siegelin, M_; Schliebs, R.; salkovic-Petrisic, M.; Riederer, P_; Hoyer, S.
Insulin-resistant brain state after intracerebroventricular streptozotocin injection exacerbates
Alzheimer-like changes in Tg2576 APPP-overexpressing mice. J. Alzheimer’s Dis. 2010, 19,
691-704.

Lenzen, S. The mechanisms of alloxan- and streptozotocin-induced diabetes. Diabetologia 2008,
31, 216-226.

McEwen, B.S.; Reagan, L.P. Glucose transporter expression in the central nervous system:
Relationship to synaptic function. Eur. J. Pharmacol. 2004, 490, 13-24.

Terwel, D ; Prickaerts, J.; Meng, F.; Jolles, J. Brain enzyme activities after intracerebroventricular
injection of streptozotocin in rats receiving acetyl-L-carnitine. Fur. J. Pharmacol. 1995, 287,
65-71.

Shoham, S.; Bejar, C.; Kovalev, E.; Weinstock, M. Intracerebroventricular injection of
streptozotocin causes neurotoxicity to myelin that contributes to spatial memory deficits in rats.
Exp. Neurol. 2003, 184, 1043-1052.

Gabelli, SB.; Mandelker, D; Schmidt-Kittler, O.; Vogelstein, B.; Amzel, L. M. Somatic
mutations in PI3Kalpha: Structural basis for enzyme activation and drug design. Biochim.
Biophys. Acta 2010, 1804, 533-540,

Aoyagi, N.; Uemura, K.; Kuzuya, A.; Kihara, T.; Kawamata, J.; Shimohama, S.; Kinoshita, A.;
Takahashi, R. PI3K inhibition causes the accumulation of ubiquitinated presenilin 1 without
affecting the proteasome activity. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2010, 39/, 1240-1245.
Risner, M.E; Saunders, AM. Altman, JF; Ormandy, G.C.; Craft. S.; Foley, IM;
Zvartau-Hind, M.E.; Hosford, D.A.; Roses, A.D. Efficacy of rosiglitazone in a genetically
defined population with mild-to-moderate Alzheimer's disease. Pharmacogenomics J. 2006, 4,
246-254.

Blagosklonny, M.V. Aging ROS or TOR. Cell Cyele 2008, 7, 3344-3354,

Wang, X ; Proud, C.G. The mTOR pathway in the control of protein synthesis. Physiology 2006,
21, 362-369.

Harrison, D.E.; Strong, R.; Sharp, Z.D; Nelson, 1.F.; Astle, C.M.; Flurkey, K.; Nadon, N.L;
Wilkinson, J.E.; Frenkel, K.; Carter, C.S.; e/ al. Rapamycin fed late in life extends lifespan in
genetically heterogeneous mice. Nature 2009, 460, 392-395.

96



Pharmaceuticals 2011, 4 1087

114.

115.

116.

117.

Thoreen, C.C.; Kang, S A; Chang, JW_; Liu, Q.; Zhang, J.; Gao, Y.; Reichling, LJ; Sim, T;
Sabatini, D.M.; Gray, N.S. An ATP-competitive mammalian target of rapamycin inhibitor
reveals rapamycin-resistant functions of mTORC1..J. Biol. Chem. 2009, 284, 8023-8032.
Chresta, C. M_; Davies, B.R.; Hickson, I.; Harding, T ; Cosulich, S, Critchlow, S.E_; Vincent, JP_;
Ellston, R.; Jones, D.; Sini, P; et al. AZD8O055 is a potent, selective, and orally bioavailable
ATP-competitive mammalian target of rapamycin kinase inhibitor with in vitro and in vive
antitumor activity., Cancer Res. 2010, 70, 288-298,

Zoncu, R.;, Efeyan, A ; Sabatini, D.M. mTOR: From growth signal integration to cancer, diabetes
and ageing. Nar. Rev. Mol. Cell Biol. 2011, 12, 21-35.

Fan, Q. W ; Knight, Z.A.; Goldenberg, D.D.; Yu, W.; Mostov, K.E.; Stokoe, D.; Shokat, K.M.;
Weiss, W.A. A dual PI3 kinase/mTOR inhibitor reveals emergent efficacy in glioma. Cancer
Cell 2006, 9, 341-349,

© 2011 by the authors; licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article
distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution license

(http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

97



3. Heras-Sandoval, D. y Arias, C. (2009) Sefnalizacion por insulina en el cerebro y

su participacion en la enfermedad de Alzheimer. El Residente. 4(3), 117-125.

98



99



Heras SD, Arias C.

Grb2, la cual activa a la via de MAPK, lo que llevaala
activacion de las proteinas cinasas Erk1 y Erk2 al fosfo-
rilar la treonina 202 y la tircsina 204 respectivamente.”®

A pesar de que la insulina puede activar tanto la via
de la cinasa MAPK como la de PI3K, la via de PI3K
es la que se encuentra frecuentemente involucrada
con los efectos producidos por la insulina, y es por
lo tanto la via principal de accién de la hormona.

En la via de PI3K las proteinas sustrato del RI,
como IRS1 e IRS2, se unen a las tirosinas fosforiladas
del RI y son activadas de manera que pueden unir el
dominio homélogo a Src 2 (SH2) de la PI3K de la clase
TA, el cual se une a residuos de fosfotirosina en los re-
ceptores activados y proteinas adaptadoras. Tanto el
IRS1 como el IRS2 pueden estimular la fosforilacion
del RI dependiendo de la afinidad de las proteinas sus-
trato para el RI, la concentracién de la proteina sustrato,
la compartamentalizacion celular del R, y el contexto
celular, de manera que la actividad de cinasa del RI se in-
crementa activando componentes rio abajo.”

La unién de PI3K a fosfotirosinas en las proteinas
sustrato del RI permite la liberacién de la subunidad
p85 de PI3K que se encuentra inhibida por la subu-
nidad p110 de PI3K. Asi el heterodimero p85-p110
se puede unir a su sustrato fosfatidil inositol 4, 5- bi-
fosfato (PIP2) en la membrana plasmatica y producir
fostatidil inositol -3, 4, 5-trifosfato (PIP3). En ausen-
cia de sefial p85 estabiliza a p110 e inhibe su activi-
dad de cinasa. Pero esta actividad es contrarrestada
por la proteina fosfatasa y homoélogo de tensina
(PTEN) la cual hidroliza PIP3 a PIP2 actuando
como un antagonista catalitico de PI3K? (Figura 1).

La sintesis de PIP3 lleva al reclutamiento de cina-
sas de serina/treonina, como Ak, que tiene un domi-
nio homélogo de pleckstrina (PHD) el cual se puede
unir a lipidos de fosfatidil inositol en las membranas
celulares. Akt es fosforilada por PDK1 en el residuo
de treonina 308 y serina 473 activando Akt, la cual ac-
tha sobre varias proteinas jugando un papel muy im-
portante en procesos como la sintesis proteica, creci-
miento y metabolismo celular, plasticidad neuronal y
apoptosis. Akt puede regular la sintesis proteica al
fosforilar proteinas FOXO que son factores de trans-
cripcion miembros de la familia «Forkheads, los cua-
les se unen a DNA, y promueven la transcripcién de
genes que regulan el desarrollo de drganos, adquisi-
ci6n del lenguaje, y metabolismo.™?

Una vez que Akt es activada act(ia sobre el com-
plejo de las proteinas de esclerosis tuberal 1 y 2
(TSCI1-TSC2) v lo activa; a su vez el complejo inhibe
la actividad de GTPasa de Rheb. Rheb se acumula y
activa al complejo de la cinasa blanco de rapamicina
de mamifero (nTOR)- RAPTOR lo cual fosforila a
la proteina 1 de unién al factor eucarionte de inicio
de la traduccién 4E (4E-BP1) y a la cinasa p70S6
(p70S6K) regulando negativamente la familia de fac-
tores de la transcripcion FOXO al promover su
translocacién del nicleo al citoplasma donde es inac-
tivado por proteinas 14-3-3.2843

A su vez, FOXO regula la transcripcién de la pro-
teina p27Kip1, una proteina que inhibe la progresién
del ciclo celular en fibroblastos de embriones de ra-
ton. La activacién de Akt promueve la transicion del
ciclo celular de la fase G1 ala S al bloquear la trans-
cripcidn de p27Kipl a través de FOXO. FOXO
también media la transcripcién de varias proteinas
pro-apoptéticas, como el ligando de Fas (Fas-L) y la
proteina pro-apoptética Bim. El bloqueo de la trans-
cripcién de FOXO produce a su vez efectos anti-
apoptoticos. Mas adn, Akt puede fosforilar directa-
mente p27Kipl y el antagonista de BCL2 de muerte
celular (BAD), lo que lleva a su inactivacion al unirse
con proteinas 14-3-3.""° Akt también puede actuar
sobre la cinasa de la sintetasa de glucégeno 3 (GSK3)
regulando la progresion del ciclo celular, crecimiento
axonal en astrocitos y neuronas, y transporte axonal
al regular la fosforilacién de proteinas como la ciclina
D1 y la unién a microtibulos de proteinas como
MAPIB y tau.’®

La via de sefializacion de insulina puede ser regula-
da por la accion de cinasas que se comunican con
otras vias de seflalizacién inducidas por hormonas o
factores de crecimiento y nutricionales, o por muta-
ciones en genes de las protefnas involucradas en la via
de sefializacién de la insulina. Cinasas como mTOR,
JNEK, p70S6K, y PKCH pueden regular la fosforila-
cién del TRS1 y promover su degradacién por el
proteasoma. Ademas mTOR puede regular la activi-
dad de la fosfatasa de proteinas 2A (PP2A) y de esa
manera regular los estados de fosforilacion y defos-
forilacion de GSK3 en la serina 9. La activacion pro-
longada de Akt produce su fosforilacién en la serina
473, la cual inhibe la sefalizacién por insulina. Asi
mismo, PTEN puede actuar sobre PIP3 y de esa
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indicando cierta relacién entre la resistencia a insulina
de laDMT2 y la EA. Los pacientes con EA presen-
tan caracterfsticas comparables con las encontradas
en pacientes con resistencia a insulina y diabetes,
como son la elevada concentracion de insulina en
plasma en condiciones de ayuno y baja concentracion
de insulina en el liquido cefalorraquideo, lo que indica
alteraciones de la homeostasis hormonal. Ademas,
los pacientes con DMT2 muestran a su vez algunas
deficiencias cognoscitivas. Asi mismo, modelos de
ratones transgénicos que desarrollan depdsitos eleva-
dos de A o ratas diabéticas tratadas con estreptozo-
cina, un agente toxico que dafia la produccién de in-
sulina al destruir las células 5 del pancreas, presentan
hiperinsulinemia y dafio cognoscitivo."**'**¥ Lo an-
terior muestra que la alteracion en los niveles de insu-
lina puede tener un papel importante en el dafio cog-
noscitivo producido en EA.

Las alteraciones en la sefializacién de insulina en el
cerebro pueden afectar la composiciéon lipidica de las
membranas celulares, el metabolismo del colesterol,
la tasa de ATP/AMP, y el estado de 6xido-reduccion
celular. Lo anterior afecta el metabolismo de la pro-
teina precursora del péptido SA (APP), que es corta-
da por las secretasas @, f y y, asi como el estado de
fosforilacion de la proteina tau, regulado por
GSK3p. Ademas se ha visto que los productos de la
APP y los oligbmeros de la proteina tau regulan ne-
gativamente la via de sefializacion de insuling, lo que
puede producir un circulo vicioso en el que las altera-
ciones metabdlicas producen mas fA e hiperfosfori-
lacién de tau, alterando atn mas la regulacién meta-
bélica 2%

También se ha visto que el ambiente lipidico regula
el procesamiento de la APP y la actividad de las se-
cretasas, como se ha visto con DHA, el cual favorece
el procesamiento de la APP, modulando la actividad
de las secretasas «, 8 y y, suprimiendo la actividad de
la isoforma e de GSK3 y disminuyendo los niveles
de BAY Las presenilinas (PS1 o PS2), que forman
parte del complejo de la secretasa y, median el meta-
bolismo de lipidos de membrana, tal como la pro-
duccién de colesterol y sintesis de esfingomielina y a
su vez los niveles de esfingomielina regulan la activi-
dad de las presenilinas, creando otro ciclo de retroa-
limentacién negativa que juega un papel importante
en la modulacién de la sefializacion de la via de insuli-

na. También el #A interactia con las esfingomieli-
nasas y la reductasa del 3-hydroxy-3-methyl-gluta-
ryl-CoA (HMGCoAR) modulando la sintesis de
colesterol celular y los niveles de esfingomielina®
(Figura 2).

Orro factor que influye en la sefializacién de insuli-
na es el BA, el cual compite con la insulina por la
unién a la enzima degradadora de insulina (IDE), de
manera que altas concentraciones de insulina en la
sangre disminuyen la eliminacién de #A promovien-
do la produccién de placas de amiloide.” Asi mismo,
el BA compite con la insulina por el R y altera su
funcién al dafiar la activacién de la MAPK, la protei-
na cinasa dependiente de calcio calmodulina, Akt y el
establecimiento de la LTP, sin embargo no se sabe de
qué manera se une el A al RIy laIDE. La inhibicién
persistente de estas vias en el cerebro durante el desa-
rrollo de la EA est involucrada en la alteracién de la
plasticidad siniptica y afecta la arquitectura de las es-
pinas dendriticas* (Figura 2).

El fragmento « soluble cortado de la APP por la
secretasa ¢ (sAPPa) también puede activar la via de
PI3K y MAPK, regulando la supervivencia neuronal,
evitando la apoptosis y modulando la plasticidad si-
naptica.”! También los ligandos difusibles derivados
del BA (ADDLs) se pueden unir a neuronas y prepa-
raciones de sinaptosomas corticales, dafiar la ho-
meostasis del calcio e inhibir la activacién del RI, lo
que lleva al establecimiento de resistencia a insulina.®*

La sefializacién por insulina modula la actividad de
GSK3, que a su vez regula la fosforilacién de tau y su
unién a microt(ibulos. Cuando la regulacion de
GSK3 por la insulina se pierde, tau es hiperfosforila-
da y forma agregados fibrilares. La tau fosforilada
parece ser mas resistente a protedlisis y tiende a acu-
mularse dentro de las neuronas, formando pequeios
oligbmeros que son téxicos para la neurona.*®

Asi, la presencia del RI en las sinapsis de areas
comprometidas en la EA y los diferentes estudios so-
bre la accién y regulacién de la via en el cerebro su-
gieren que las sinapsis y su disfuncién observada en la
EA pueden estar sujetas a la regulacion de la via de
insulina. Se sabe que la APP y sus derivados estan
presentes en grandes cantidades y son transportados
a las terminales sinapticas™* y que los pequefios oli-
gomeros de SA y los ADDLs son secretados en las
terminales sinapticas, lo que puede dafiar la funcién
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